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I Généralités sur la maturation en 3’ 
Chez les eucaryotes supérieurs, l’expression d’un gène débute par la 
transcription par l’ARN polymérase II d’un ARN immature appelé pré-ARN 
messager (pré-ARNm) ou, historiquement, hnRNA (« heterogeneous nuclear 
RNAs »), du fait de leur taille hétérogène et de leur localisation nucléaire. Ce pré-
ARNm est maturé dans le noyau en 3 étapes co-transcriptionnelles. L'ARN néo-
transcrit est déphosphorylé dans sa partie 5’ par une triphosphatase, une guanine peut 
alors être transférée sur l’extrémité 5’ du pré-ARNm. Cette guanine est méthylée par 
la guanine-7-methyltransférase pour former la structure m7G(5’)ppp(5’)N (N 
représentant un des quatre nucléotides), appelée coiffe (Shatkin, 1976). Le pré-
ARNm est alors épissé, ce qui permet l’excision des introns grâce à l’assemblage 
d’un complexe ribonucléoprotéique appelé « spliceosome » (Newman and Nagai, 
2010). La maturation de l’extrémité 3’ (aussi appelée polyadénylation) comprend le 
clivage dans la partie 3’ terminale du pré-ARNm et la polyadénylation proprement 
dite (addition d’une queue poly(A) contenant 150 à 300 résidus d’Adénosines). 
L’ARNm mature est alors exporté vers le cytoplasme où il est traduit. 
Le contrôle dynamique de l’expression des gènes permet de générer une 
diversité protéique et fonctionnelle nécessaire à la survie des organismes et à leur 
adaptation. Jusqu’aux années 1980, l’idée prévalait que la majorité des régulations de 
l’expression des gènes se faisait à l’étape transcriptionnelle. Plus récemment, d’autres 
niveaux de régulation ont été mis en évidence au cours d’évènements post-
transcriptionnels. En effet, la maturation, l’export nucléaire, la localisation, la stabilité 
et la traduction des ARNm, sont des étapes post-transcriptionnelles pouvant réguler 
l’expression des protéines au niveau quantitatif et qualitatif. Une des étapes clé de 
cette régulation post-transcriptionnelle est la maturation en 3’ des pré-ARNm.  
 
La polyadénylation s'effectue principalement dans le noyau, bien que dans 
certains types cellulaires, une polyadénylation cytoplasmique ait été mise en 
évidence. Cette polyadénylation cytoplasmique permet d’allonger la queue poly(A) 
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d’environ 80-150 nucléotides à partir d'ARNm « raccourcis » (moins de 20 résidus 
d’Adénosines), réactivant la traduction de ce messager dans des conditions 
spécifiques. Ceci se produit en particulier dans le développement des cellules 
germinales, au cours de l'embryogenèse précoce, et dans les sites post-synaptiques 
des cellules nerveuses lors de l’apprentissage (Bramham and Wells, 2007; Colegrove-




Figure 1: Les différentes étapes de l’expression des gènes. 
Représentation schématique de l’expression des gènes. Le pré-ARNm est transcrit par l’ARN 
polymérase II, il est maturé (incluant l’addition de la coiffe, l’épissage est la maturation en 3’) dans le 
noyau pour former un ARNm mature qui peut alors être exporté dans le cytoplasme où il est traduit en 
protéine. Les introns du pré-ARNm sont représentés en trait fin ; m7G correspond à la coiffe ; ARN 
Pol II correspond à l’ARN polymérase II. 
 
La maturation en 3’ est une étape cruciale chez les eucaryotes et l’inhibition 
de cette étape a des effets dramatiques sur la viabilité des cellules, leur croissance ou 
leur développement (Takagaki and Manley, 1998; Zhao and Manley, 1996). En effet, 
la maturation en 3’ est essentielle pour la terminaison de la transcription, elle stimule 
l’épissage et la queue poly(A) permet l’export de l’ARNm, sa stabilisation et 
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augmente sa traduction. De plus, le choix alternatif du site de la maturation en 3’ 
permet d’accroître la diversité du transcriptome et du protéome.  
Selon des prédiction in silico, la polyadénylation alternative concerne chez les 
mammifères plus de 50% des gènes (Tian et al., 2005; Yan and Marr, 2005). Il existe 
trois types de polyadenylation alternative qui sont définies en fonction de 
l’organisation des sites d’épissage et des signaux de maturation en 3’ (Yan and Marr, 
2005) (figure 2) : 
- La première catégorie de maturation en 3’ alternative correspond à la 
présence de plusieurs signaux de polyadénylation disposés en tandem sur le 
dernier exon en 3’. Ce type de polyadénylation alternative génère des ARNm 
avec des 3’UTR de différentes tailles entraînant différentes régulations post-
transcriptionnelles (transport, stabilité, localisation, traduction…). 
- La seconde classe correspond à des exons 3’ terminaux alternatifs 
mutuellement exclusifs qui sont en compétition pour leur utilisation dans un 
ARNm. Ce type de polyadénylation alternative est couplé à un épissage 
alternatif et génère des ARNm contenant des 3’UTR différents et codant des 
protéines qui diffèrent dans leur région C-terminale. Leur sélection peut être 
régulée par la reconnaissance des sites 3’ d’épissage et/ou des signaux de 
maturation en 3’  
- La troisième catégorie est également couplée à un épissage alternatif 
entraînant des signaux de maturation en 3’ mutuellement exclusifs, mais un 
des exons possède un site 5’ d’épissage interne. Cet exon appelé exon 
composite interne 3’ terminal peut être, comme son nom l’indique, utilisé en 
tant qu’exon interne quand son site 5’ d’épissage est reconnu, ou comme exon 
terminal quand son signal de polyadénylation est sélectionné. La régulation de 
l’utilisation de ces exons fait donc intervenir une compétition entre le site 5’ 
d’épissage interne et le signal de polyadénylation. 
 
La force des signaux de polyadénylation joue un rôle important dans la 
production de l’extrémité 3’ des ARNm. En effet, la sélection de l’exon le plus 
proximal va conduire au clivage du pré-ARNm et donc prévenir l’utilisation des 
exons situés en aval. Il a été montré par analyses bioinformatiques d’EST (Tian et al., 
2005), confirmées expérimentalement sur des signaux de polyadénylation disposés en 
tandem (Moucadel et al., 2007), que les signaux de polyadénylation distaux sont plus 
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forts que les signaux les plus proximaux. Cette organisation implique que l’utilisation 
des exons 3’ terminaux alternatifs soit contrôlée à la fois par les signaux d’épissage et 
de polyadénylation.  
Le choix du site de polyadénylation se fait en fonction des conditions 





Figure 2 : Maturation en 3’ alternative.  
Représentation schématique des différentes formes de polyadénylation alternative. Les introns du pré-
ARNm sont représentés en trait fin, les exons sont représentés en rectangle coloré. Le STOP 
correspond au stop de traduction, en bleu la partie 3’ de l’ORF et en vert, les 3’UTR. p(A) représente 






II Mécanisme de la maturation en 3’ 
II-1 La maturation en 3’ des ARNm contenant une queue 
polyadénylée  
La plupart des pré-ARNm eucaryotes, à l’exception des pré-ARN d’histones, 
sont polyadénylés. Bien qu’il existe une relative conservation de la maturation en 3’ 
chez tous les eucaryotes, nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux 
mécanismes conduisant à la synthèse d’ARNm polyadénylés chez les Métazoaires. 
Ces mécanismes font intervenir différents éléments de séquences constituant le signal 
de polyadénylation ainsi qu’un complexe enzymatique de maturation en 3’.  
II-1-1 Les éléments de séquence permettant la polyadénylation  
La maturation en 3’ se fait suite à la reconnaissance de différentes séquences 
parmi lesquelles le signal de polyadénylation et le DSE (« Downstream Sequence 
Element ») qui permettent la polyadénylation en aval du site de clivage.  
II-1-1-1 Le signal de polyadénylation 
Le signal de polyadénylation appelé également hexamère ou hexanucléotide 
est constitué de la séquence AAUAAA. Il a été découvert par la comparaison des 
séquences précédant le site de clivage dans différents ARNm (Proudfoot and 
Brownlee, 1976). Depuis cette séquence a été retrouvée dans de très nombreux 
ARNm de cellules animales (Wahle and Kuhn, 1997). Cette séquence située entre 10 
et 30 nucléotides en amont du site de clivage est essentielle pour la maturation en 3’ 
(Manley, 1988). Néanmoins, il existe d’autres signaux de polyadénylation 
(Beaudoing et al., 2000; Tian et al., 2005) (Tableau 1) tel que le AUUAAA qui est le 
plus représenté après le signal canonique. Ces autres hexamères entraînent une plus 
faible efficacité de clivage et de polyadénylation des pré-ARNm les possédant (Nunes 




Tableau 1: Efficacité de maturation en 3’ associée aux différents signaux de 
poly(A). 
 
  Fréquence (%) Polyadénylation (%) Clivage (%) 
AAUAAA 58.2  100   100  
AUUAAA 14.9  77 ± 4.7  66 ± 6.4 
UAUAAA 3.2  17 ± 3.0  ND 
AGUAAA 2.7  29 ± 8.1  30 ± 7.2 
AAUAUA 1.7  10 ± 2.3  ND 
AAUACA 1.2  11 ± 2.3  ND 
CAUAAA 1.3  18 ± 6.4  28 ± 1.4 
GAUAAA 1.3 11 ± 1.0 30 ± 2.8 
UUUAAA 1.2  ND  ND 
AAGAAA 1.1   6 ± 1.0  ND 
AAUGAA 0.8  4.3 ± 0.6  ND 
ACUAAA 0.6  11 ± 6.0  11 ± 1.8 
AAUAGA 0.7  3.3 ± 1.5  2 ± 2.8 
 
La fréquence des différents signaux de polyadénylation a été déterminée à partir plus de 22 000 gènes 
humains. Le pourcentage d’efficacité de polyadénylation et de clivage est calculé à partir d’une 
efficacité maximale pour le signal de poly(A) AAUAAA. ND : non déterminé. Ce tableau s’inspire de 
(Beaudoing et al., 2000) pour la fréquence et de (Sheets et al., 1990) pour les efficacités de clivage et 
de polyadénylation. 
 
II-1-1-2 Le « Downstream sequence element » 
Le DSE (« Downstream Sequence Element ») a été identifié par des délétions 
successives en aval du site de clivage sur des plasmides contenant les séquences de 
polyadénylation de l’antigène de surface du virus de l’hépatite B. Ces différentes 
délétions réduisent l’efficacité de maturation en 3’ (Simonsen and Levinson, 1983). 
Cet autre élément est localisé à plus de 30 nucléotides en aval du site de clivage. Il 
n’est plus présent sur l’ARN clivé et n’est donc pas impliqué dans l’étape de la 
polyadénylation. Le DSE est moins conservé que l’hexanucléotide. Il peut être soit 
riche en uraciles (UUUUU) (Chou et al., 1994), soit riche en guanines et uraciles 
YGUGUUYY (Y=pyrimidine) (McLauchlan et al., 1985). Ces DSE ne sont pas 
forcément présents sur un pré-ARNm, mais ils peuvent également être présents en 
plusieurs exemplaires (McDevitt et al., 1986; Sittler et al., 1994). De plus, une 
mutation ponctuelle du DSE n’a que peu d’effet sur la maturation en 3’. En revanche 
des délétions plus larges modifient la position du site de clivage (Mason et al., 1986) 
ainsi que l’efficacité de clivage (Gil and Proudfoot, 1987).  
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II-1-1-3 Le site de clivage 
Le site de clivage se situe généralement entre 10 et 30 nucléotides en aval de 
l’hexamère et à 30 nucléotides, ou plus, en amont du DSE. Le site de clivage n’est 
pas strictement conservé. L’ordre de préférence pour le nucléotide du site de clivage 
est A>U>C>>G (Chen et al., 1995). Chez les vertébrés, 70% des sites de clivage sont 
localisés en 3’ d’un résidu adénosine (Sheets et al., 1990). De ce fait, le premier 
résidu d’adénosine de la queue poly(A) est généralement un nucléotide transcrit 
(Moore et al., 1986). Le nucléotide précédant le site de clivage est une cytosine dans 
59% des cas (Sheets et al., 1990). Le site de clivage est donc le plus souvent constitué 
du dinucléotide CA (Zhao et al., 1999) et le clivage a généralement lieu après le 
résidu adénosine (Sheets et al., 1990). 
II-1-2 La machinerie de maturation en 3’ 
La machinerie de maturation en 3’ requiert un large complexe composé de 
facteurs multi-protéiques. Chez les Métazoaires, CPSF (« Cleavage and 
Polyadenylation Specificity Factor »), CstF (Cleavage stimulation Factor), CFIm et 
CFIIm (« Cleavage Factor I et II »), la PAP (Poly(A) Polymérase), PABP2 (« Poly(A) 
Binding Protein ») ainsi que la CTD Pol II (partie carboxy-terminale de la RNA 
polymérase II) sont indispensables à la réaction de clivage en 3’ réalisée avec des 
facteurs purifiés in vitro. Alors que seuls, CPSF, PAP et PABP2 sont nécessaires à 
une polyadénylation in vitro (Wahle, 1991). 
Le rôle des différentes protéines constituant ces facteurs de maturation en 3’ est 























 Nom de la 
protéine Interaction Mécanisme Références 
CPSF-160 
CstF-77, 
















e responsable du 
clivage en 3' 
(Dominski et al., 
2005b; Mandel et 
al., 2006; Ryan 





 (Barabino et al., 
1997) 


















(Bai et al., 2007; 
McCracken et 






Manley, 1997)  
CstF Clivage 





Manley, 2000)  






al., 1998)  








hPcf11 CTD pol II, hClp1 
Dissocie les 
facteurs de 
maturation en 3’ 





Noble et al., 
2005; Zhang et 








CPSF et CFIm et 
recrute de l'ATP




















Ryan et al., 
2002)  











Martin et al., 
2004; Wahle, 
1991) 












CPSF et CstF 




WDR33 Clivage WDR33 CPSF-73 Non défini (Shi et al., 2009) 
PP1 Poly(A) PP1   Non défini (Shi et al., 2009) 
 
Ce tableau s’inspire de (Mandel et al., 2008). 
 
 
II-1-3 Mode d’action de la maturation en 3' 
Il existe une coopérativité de fixation des différents facteurs de la machinerie 
de maturation en 3’ qui permet une stabilisation globale du complexe sur le pré-
ARNm. L’ordre réel de l’arrivée de chaque facteur sur le pré-ARNm n’est donc pas 
clairement établi. Néanmoins, le complexe de maturation en 3’ est recruté à proximité 
du site de clivage grâce à son interaction avec la partie CTD pol II. Les facteurs CFIm 
et CPSF sont tous deux associés précocement sur le pré-ARNm (Rappsilber et al., 
2002; Venkataraman et al., 2005). Le signal de polyadénylation est reconnu par 
CPSF, suggérant que ce facteur serait le premier à reconnaître le site de maturation en 
3’ (Murthy and Manley, 1992, 1995). Toutefois, la haute affinité de CFIm pour 
l’ARN et sa capacité à accélérer l’assemblage de la machinerie de maturation en 3’ 
indique qu’il serait recruté de manière précoce (Ruegsegger et al., 1998). 
L’assemblage serait ensuite rapidement complété par la fixation de CstF sur le pré-
ARNm (Ruegsegger et al., 1998), et de CFIIm sur le complexe de maturation en 3’. 
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CPSF-160 reconnaît le AAUAAA avec l’aide de CPSF-30 et probablement CPSF-
100 alors que CstF-64 reconnaît le DSE (Murthy and Manley, 1995; Ruegsegger et 
al., 1998). Les interactions entre CPSF-160, CstF-77 et le pré-ARNm sont stabilisées 
par les autres sous-unités de ces facteurs (Jenny et al., 1994; Kaufmann et al., 2004) 
et par le recrutement de la symplekine (Ruepp et al., 2011; Takagaki and Manley, 
2000). Enfin, CPSF permet le recrutement de la PAP (Kaufmann et al., 2004). C’est 
l’interaction entre CPSF et CstF qui définit la position du site de clivage (Zhao et al., 
1999) mais la réaction de clivage nécessite le recrutement des autres facteurs de 
polyadénylation définis précédemment (tableau 2). Le complexe ainsi formé est 
positionné de part et d’autre du site de clivage et permet à CPSF73 de catalyser le 
clivage endonucléotidique du pré-ARNm (Mandel et al., 2006; Ryan et al., 2004). 






Figure 3 : Machinerie de la maturation en 3’des ARNm contenant une queue polyadénylée. 
Les éléments en cis sont représentés en rectangle noir, les facteurs de maturation en 3’ sont représentés 
en couleur ou en gris. La position des différents facteurs de maturation en 3’ prend en compte leurs 
interactions avec le pré-ARNm et dans la mesure du possible les interactions protéiques. Cette figure 
s’inspire de (Millevoi and Vagner, 2010) 
 
 
Suite au clivage endonucléolytique, un remaniement du complexe est effectué 
s’accompagnant du départ des facteurs CstF, CFIm et CFIIm. Seul CPSF associé à la 
PAP reste lié à la séquence AAUAAA en amont de l’extrémité 3’ OH libre et permet 
une polyadénylation distributive entraînant l’ajout d’une dizaine de résidus 
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d’Adénosines sur lesquels la PABP2 vient se fixer (Bienroth et al., 1993). La 
polyadénylation peut alors se faire de manière processive, une boucle de poly(A) 
recouverte de PABP2, est alors formée jusqu'à atteindre une taille de 250 résidus 
d’Adénosines. Lorsque la queue poly(A) atteint cette longueur, la structure est 
déstabilisée (Wahle, 1995) et conduit à la rupture de la liaison entre CPSF et la PAP, 
PABP2 ne pouvant plus stimuler l’interaction entre les deux facteurs. La fin de cette 
interaction entraîne l’arrêt de la polyadénylation et la dissociation du complexe CPSF, 
PAP avec l’ARN (Kuhn et al., 2009; Wahle, 1995). 
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Figure 4 : Modèle d’allongement de la queue poly(A). 
Les éléments en cis sont représentés en rectangle noir, les facteurs de polyadénylation sont représentés 
en couleur. CPSF lié au signal de polyadénylation AAUAAA recrute la PAP. La PABP2 rejoint le 
complexe une fois que la queue poly(A) a atteint une longueur d'environ 12 nucléotides. D'autres 
molécules PABP2 couvrent la queue poly(A) en cours d’élongation et forme une structure en boucle, 
nécessaire au maintien du complexe CPSF-PAP-PABP2 indispensable à l’élongation de la queue 
poly(A). Lorsque la queue poly(A) atteint une longueur critique d'environ 250 résidus, l’interaction 
entre CPSF-PAP n’est plus maintenue entraînant la dissociation du complexe CPSF, PAP avec l’ARN 
et l’arrêt de la polyadénylation. 
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II-2 Maturation en 3’ des pré-ARNm d’histones 
Les ARNm d’histones, contrairement aux autres ARNm ne sont pas 
polyadénylés (Dominski and Marzluff, 2007; Marzluff et al., 2008). Cependant, la 
simple insertion d’un intron à l’intérieur d’un gène d’histone (normalement dépourvu 
d’intron) transforme l’ARNm de l’histone en ARNm polyadénylé (Pandey et al., 
1990). Les éléments de séquence de la maturation en 3’ des histones se composent 
d’un site de clivage en 3’ (préférentiellement CA) situé entre une séquence structurée 
en tige-boucle et un élément riche en purine appelé HDE (Histone Downstream 
Element) (Birchmeier et al., 1984; Mowry and Steitz, 1987). La tige-boucle est 
localisée 100 nucléotides en aval du codon stop. Sa séquence hautement conservée, 
est composée d’une tige de 6 bases appariées et d’une boucle de 4 nucléotides. 
L’HDE est moins conservé que la tige-boucle même si il existe une séquence 
consensus de 9 nucléotides (CAAGAAAGA) (Birnstiel et al., 1985; Mowry and 
Steitz, 1987).   
La maturation en 3’ des pré-ARNm d’histones commence par l’interaction sur 
la structure en tige boucle de la protéine SLBP (« Stem Loop Binding Protein ») 
contenant un domaine de liaison aux ARN. Cette interaction favorise la liaison entre 
l’HDE et la snRNP U7. SLBP interagit avec la protéine à doigt de zinc de 100 kDa 
ZFP100 (« Zinc Finger Protéin 100 ») (Dominski et al., 2002) qui recrute la sous 
unité Lsm11 de la  snRNP U7 (Azzouz et al., 2005; Wagner and Marzluff, 2006). Ce 
complexe protéique permet de recruter CPSF-73, CPSF-100, la symplekin et la 
protéine pro-apoptotique FLASH (Dominski et al., 2005a; Kolev and Steitz, 2005; 
Wagner et al., 2007; Yang et al., 2009). La formation du complexe de maturation en 
3’ des histones entraîne l’activation de l’activité endonucléase de CPSF-73 permettant 
le clivage du pré-ARNm et la dissociation du complexe (Dominski et al., 2005a). Le 
produit de clivage se terminant par la tige-boucle associée à SLBP et suivie d’une 
séquence ACCCA correspondant à un ARNm mature d’histone. Le produit en aval 
contenant l’HDE est rapidement dégradé permettant la libération de la snRNP U7 qui 
peut alors être recyclée (Walther et al., 1998). Comme pour la maturation en 3’ de 
pré-ARNm polyadénylés, la terminaison de la transcription des gènes des histones est 





Figure 5 : Machinerie de la maturation en 3’des pré-ARNm d’histones. 
Les éléments en cis sont représentés en rectangle noir, le codon stop est représenté en rectangle blanc 
et les facteurs en trans de maturation en 3’ représentés en couleur. La position des différents facteurs 
de maturation en 3’ prend en compte leurs interactions avec le pré-ARNm et dans la mesure du 




III Interaction de la maturation en 3’ avec les 
étapes de  l’expression des gènes 
Il existe un réseau complexe d’interactions fonctionnelles et physiques, entre 
les différentes étapes de l’expression des gènes (Bentley, 1999; Cramer et al., 2001; 
Hirose and Manley, 2000; Maniatis and Reed, 2002; Proudfoot, 2000). Bien que in 
vitro ces différentes étapes peuvent être reproduites indépendamment, in vivo ces 
réactions sont reliées par de nombreuses interconnections (Maniatis and Reed, 2002; 
Neugebauer and Roth, 1997). 
III-1 Interaction entre la maturation en 3’ et la transcription  
Le lien entre la maturation en 3’ et la transcription est médié par la région C-
terminale CTD (« C-terminal domain ») de la pol II. En effet, le CTD de la pol II est 
un facteur de maturation en 3’ (Ryan et al., 2002). Une ARN pol II tronquée au 
niveau du CTD conduit à un blocage de l’épissage et de la maturation en 3’ sans pour 
autant affecter la transcription (McCracken et al., 1997). Le CTD se compose d’un 
motif répété 52 fois chez l’homme (1YSPTSPS7)n très conservé au cours de 
l’évolution. Lors du recrutement de la pol II sur un promoteur, ce motif du CTD n’est 
pas phosphorylé. Très tôt après l’initiation de la transcription, la sérine en position 5 
de ce motif est phosphorylée par le facteur de transcription TFIIH (« Transcription 
Factor II H ») permettant de recruter plusieurs facteurs indispensables à l’ajout de la 
coiffe et à d’épissage (Das et al., 2007; Kameoka et al., 2004). Une fois que 
l’élongation de la transcription est initiée, la sérine en position 2 est phosphorylée à 
son tour par la kinase Cdk9 (« Cyclin-dependent kinase 9 ») (Komarnitsky et al., 
2000) favorisant la fixation de facteurs d’épissage (Das et al., 2007). Durant 
l’élongation, la sérine 5 est déphosphorylée par la phosphatase Ssu72 (Hausmann et 
al., 2005). La phosphorylation unique de la sérine 2 serait alors favorable au 
recrutement de plusieurs facteurs de maturation en 3’ notamment CPSF et CstF (Ahn 
et al., 2004; Gudipati et al., 2008). Ces études montrent l’importance de la 
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phosphorylation et de la déphosphorylation du CTD de la pol II pour le recrutement 
des facteurs participant à la maturation des pré-ARNm. Le CTD permet un 
recrutement de différents composants des machineries de maturation à proximité du 
transcrit naissant (Listerman et al., 2006; Phatnani and Greenleaf, 2006). 
Il a également été montré que le facteur associé à la pol II, Cdc73 (« Cell 
division cycle 73 ») interagit avec le complexe CPSF-CstF (Rozenblatt-Rosen et al., 
2009). Cette association est nécessaire lors de la maturation en 3’ in vitro et entraîne 
une augmentation de la maturation en 3’ du pré-ARNm de INTS6 (« Integrator 
complex subunit 6 ») in vivo.  
Un autre mécanisme de stimulation de la maturation en 3’ par la pol II a 
également été caractérisé. En effet, plusieurs études menées par l’équipe de Proudfoot 
montrent que pour certains gènes, comme la β-globine (Enriquez-Harris et al., 1991), 
la β-actine (Gromak et al., 2006) ou le complement C2 (Yonaha and Proudfoot, 1999, 
2000), la pol II marque une pause dans la région 3’ en aval des pré-ARNm transcrits. 
Cette pause de la pol II semble jouer un rôle dans la terminaison de la transcription et 
stimule la maturation en 3’. 
 
De manière plus générale, un autre type d’interaction entre la maturation en 3’ 
et la transcription a été décrit. Une étude récente à montré que des mutations du signal 
de polyadénylation, AAUAAA, entraîne la diminution de l’initiation de la 
transcription sur le même gène (Mapendano et al., 2010). Les mutations du signal de 
polyadénylation inhibent la terminaison de la transcription entraînant une 
séquestration des facteur d’initiation de la transcription TBP (« TATA box Binding 
Protein »), TFIIB (« Transcription Factor II B ») et CDK9 (« Cyclin-Dependent 
Kinase ») à l’origine de cette diminution d’initiation de la transcription (Mapendano 
et al., 2010). 
 
Deux modèles généraux ont été proposés pour expliquer le lien entre la 
maturation en 3’ et la transcription (Buratowski, 2005). Le premier, appelé «anti-
terminator», propose que la reconnaissance des signaux de polyadénylation par la 
machinerie de maturation en 3’ entraîne un changement conformationnel qui 
déstabilise les interactions entre les facteurs de polyadénylation (Logan et al., 1987). 
Le deuxième modèle, appelée «torpedo», requiert l’évènement de clivage en 3’ du 
pré-ARNm qui génère deux fragments d’ARN. L’ARN néotranscrit en aval possédant 
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une extrémité 5’ phosphate est rapidement dégradé par la 5’-3’ ARN exonucléase 
Xrn2 ce qui entraîne la terminaison de la transcription et la libération de la pol II de la 
matrice d’ADN (Connelly and Manley, 1988; West et al., 2004). 
L’un ou l’autre de ces différents processus peut être prédominant en fonction 
des gènes. En effet, certaines études montrent qu’une terminaison de la transcription 
est possible en absence de clivage en 3’ (Osheim et al., 2002; Tran et al., 2001a). 
Néanmoins, la déplétion de Xrn2 provoque des défauts de terminaison de la 
transcription (West et al., 2004). De plus, la séquence du pré-ARNm β-globine en 
aval du site de polyadénylation peut se replier dans une structure en tête de marteau 
semblable au pré-ARNr (ribosomique) capable d'auto-clivage (Teixeira et al., 2004). 
Après l’auto-clivage du pré-ARNm de la β-globine, Xrn2 dégrade le brin néotranscrit 
et permet la terminaison de la transcription. 
Il semble probable que les modèles « anti-terminator » et « torpedo » 
collaborent pour permettre la terminaison de la transcription. Il a été proposé un 
modèle hybride ou unifié qui inclut certains aspects de ces deux modes « anti-
terminator » et « torpedo » (Luo and Bentley, 2004). Un complexe composé de la pol 
II, des facteurs de maturation en 3’ et Xrn2, se forme de manière coopérative aux 
abords du signal de polyadénylation. Ce complexe subirait plusieurs transitions au 
niveau du site de clivage : un changement conformationel du site catalytique de la pol 
II qui diminue sa processivité ainsi qu’une dégradation médiée par Xrn2 de l’ARN 
naissant. La dissociation du complexe serait alors facilitée par les facteurs de 
terminaison (Luo and Bentley, 2004; Luo et al., 2006). 
III-2 Interaction entre la maturation en 3’ et la coiffe 
La coiffe m7G(5’)ppp(5’)N en 5’ d’un pré-ARNm améliore son efficacité de 
clivage en 3’ in vitro alors que l’ajout de la queue poly(A) n’est pas affectée par la 
présence de la coiffe (Cooke and Alwine, 1996; Gilmartin et al., 1988; Hart et al., 
1985; Lewis and Izaurralde, 1997). Cette stimulation passe par le CBC (« cap binding 
complex ») formé des protéines  CBP80 et CBP20 (« Cap Binding Protein »). En 
effet, la stimulation de la maturation en 3’ par la coiffe est inhibée par la déplétion du 
CBC. Le mécanisme exact n’est pas encore clairement établi mais il a été montré que 
le CBC interagit avec la machinerie de polyadénylation et augmente sa stabilité 
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(Flaherty et al., 1997). Plus récemment, il a été montré que les facteurs d’ajout de la 
coiffe RNGTT (« RNA Guanylytransferase and 5'-phosphatase ») et RNMT (RNA 
(guanine-7-) methyltransferase) localisés dans la région 5’ terminale des gènes 
peuvent également être présents dans la région 3’ terminale et entraîner une pause de 
la pol II qui stimule la maturation en 3’(Glover-Cutter et al., 2008) 
III-3 Interaction entre la maturation en 3’ et l’épissage 
Les interactions entre l’épissage et la maturation en 3’ ont été mises en 
évidence à l’aide d’ARN chimériques dérivés de virus qui ont permis de montrer que 
la présence de signaux de polyadénylation stimule l’épissage du dernier intron 
(Cooke et al., 1999; Niwa and Berget, 1991; Scott and Imperiale, 1996). Les bases 
moléculaires de ces interactions entre épissage du dernier intron et maturation en 3’ 
sont principalement dues à des interactions entre les facteurs d’épissage et les facteurs 
de maturation en 3’ (Kyburz et al., 2006; Millevoi et al., 2006; Vagner et al., 2000b). 
En effet, l’adressage de la région C-terminale de la PAP sur un exon stimule 
l’épissage de l’intron situé en amont (Vagner et al., 2000b). Cette stimulation est due 
à une interaction entre le domaine RS situé dans la région amino-terminale de 
U2AF65 et le domaine carboxy-terminal de la PAP (Vagner et al., 2000b). De plus, 
l’adressage de U2AF65 en amont d’un signal de polyadénylation favorise le clivage 
en 3’ d’un pré-ARNm (Millevoi et al., 2002) alors que des mutations de la région 
riche en pyrimidines du site 3’ d’épissage, qui diminuent la fixation de U2AF65, 
réduisent l’efficacité du clivage (Millevoi et al., 2002). Le domaines RS de U2AF65  
interagit également avec CFIm-59 (Millevoi et al., 2006). L’adressage de U2AF65 en 
amont d’un signal de polyadénylation facilite le recrutement de CFIm stimulant ainsi 
le clivage (Millevoi et al., 2006). Il a donc été proposé que l’interaction entre 
U2AF65 et la PAP a lieu quand le signal de polyadénylation est fort, aidant ainsi à la 
reconnaissance d’un site 3’ d’épissage faible. L’interaction entre U2AF65 et CFIm  
favorise la reconnaissance d’un signal polyadénylation faible par un site 3’ d’épissage 
fort (Millevoi et al., 2006).  
Un mécanisme similaire se produit avec la snRNP U2 qui lie le point de 
branchement du dernier intron et interagit avec CPSF. En effet, la purification du 
complexe CPSF à partir de thymus de veau a permis d’identifier plusieurs sous-unités 
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de la snRNP U2 (Kyburz et al., 2006). In vitro, la présence de CPSF est nécessaire 
pour un épissage efficace d’exons 3’ terminaux et la digestion du snRNA U2 conduit 
à une diminution du clivage d’un pré-ARNm modèle (Kyburz et al., 2006) 
De plus, il a été montré que la partie C-terminale de la PAP interagit avec 
U1A et U170K (composants de la snRNP U1). L’ajout sur des extraits nucléaires, 
d’un peptide nommé PRD (« PAP Regulatory Domain »), correspondant à la région 
de U1A interagissant avec la PAP, dissocie les réactions d’épissage et de 
polyadénylation (Gunderson et al., 1998; Gunderson et al., 1997; Moore and Sharp, 
1985; Vagner et al., 2000a). La fixation du domaine PRD inhibe l’activité de 
polyadénylation de la PAP (Ko and Gunderson, 2002). La protéine U170K co-
immunoprécipite également avec le facteur CFIm (Awasthi and Alwine, 2003). Une 
autre étude montre au contraire, que le blocage de la snRNP U1 inhibe la 
polyadénylation (Moore and Sharp, 1985). L’influence de l’interaction entre la 
snRNP U1 et la machinerie de maturation en 3’ n’est donc pas clairement établie. 
Un autre exemple de couplage entre la maturation en 3’ et l’épissage fait 
intervenir le facteur SRm160. Ce facteur coactivateur de l’épissage se fixe sur les 
éléments ESE (« Exonic Splicing Enhancers ») via son domaine amino-terminal PWI 
(« proline tryptophane isoleucine ») (Blencowe et al., 1998). SRm160 interagit avec 
CPSF et CstF50 pour activer le clivage en 3’ des pré-ARNm (McCracken et al., 2002; 




Figure 6 : Couplage entre la maturation en 3’ et l’épissage. 
Les éléments en cis sont représentés en rectangle noir, PB représente le point de branchement, Y 
représente des bases pyrimidiques, ESE représente un « Exonic Splicing Enhancer » et le trait vert 
représente le dernier intron. Les facteurs en trans sont représentés en couleur. La position des 
différents facteurs en trans prend en compte leurs interactions avec les éléments de séquence du pré-





Il existe donc de nombreuses interactions entre l’épissage et la maturation en 
3’. De plus, l’épissage alternatif peut être déterminant dans le choix du dernier exon 
et donc du site de maturation en 3’ (Edwalds-Gilbert et al., 1997).  
III-4 Interaction entre la maturation en 3’ et l’export nucléaire des 
ARNm  
La polyadénylation est indispensable pour le transport de l’ARNm du noyau 
vers le cytoplasme. En effet, il a été montré que la substitution des signaux de 
polyadénylation par le site de clivage d’un ARN ribosomique, produisant un ARNm 
clivé mais non polyadénylé, entraîne une diminution de la quantité d’ARNm 
cytoplasmique par rapport à la quantité d’ARNm nucléaire. Cependant, l’ajout d’une 
suite d’adénines transcrites en amont du site de clivage de l’ARN ribosomique ne 
permet pas de rétablir l’export nucléaire de l’ARNm polyadénylé (Huang and 
Carmichael, 1996). Cette expérience montre le rôle essentiel de l’étape de maturation 
en 3’, dans le transport de l’ARNm du noyau vers le cytoplasme. Il a également été 
montré que la mutation de séquences cis ou de facteurs trans activateurs de la 
maturation en 3’ bloque l’export des ARNm vers le cytoplasme (Brodsky and Silver, 
2000; Hammell et al., 2002; Hilleren et al., 2001). Enfin, les transcrits générés par 
l'ARN polymérase T7 ne sont exportés que s’ils sont correctement maturés en 3’ 
(Dower and Rosbash, 2002). Ceci indique que la maturation en 3’ est nécessaire à 
l'export, et que les facteurs d'export peuvent être recrutés sur des ARNm de manière 
indépendante de la pol II (Dower and Rosbash, 2002).  
III-5 Stabilisation de l’ARNm par la queue poly(A) 
La maturation en 3’ permet de stabiliser l’ARNm dégradé par des ARN 
exonucléases. Les extrémités 3’ et 5’ doivent donc être protégées. La coiffe de 
l’extrémité 5’ protége de l’action des ARN  exonucléases 5’-3’ alors que la queue 
poly(A) permet de protéger de l’action des ARN  exonucléases 3’-5’(Wilusz et al., 
2001). La queue poly(A) est reconnue par la PABP ce qui prévient la dégradation de 
l’ARN (Ford et al., 1997; Wickens et al., 1997). De plus, il a été montré que seul le 
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recrutement de la PABP sans queue poly(A) est suffisant pour protéger l’extrémité 3’ 
de l’ARNm de la dégradation (Coller et al., 1998). La queue polyadénylée permet 
donc, par l’intermédiaire des PABP, de protéger l’ARNm de la dégradation.  
Chez les mammifères, il existe plusieurs déadénylases qui en dégradant la 
queue poly(A) permettent de dégrader de manière rapide l’ARNm. Ces déadénylases 
peuvent soit dégrader l’ARNm total, soit dégrader des ARNm spécifiques ou 
simplement de réduire la taille de la queue poly(A) (Zhang et al., 2010). Elle sont 
impliquées dans de nombreux processus tel que la réponse aux dommages à l’ADN 
(Cevher et al., 2010), le système NMD (« Nonsense-Mediated Decay ») (Garneau et 
al., 2007), la dégradation des ARNm par les microRNA (Wakiyama et al., 2007) et 
dans le contrôle de la différentiation cellulaire (Kimble and Crittenden, 2007). 
III-6 Interaction entre la queue polyadénylée et la traduction  
La reconaissance de la queue poly(A) par la PABP permet l’initiation de la 
traduction et favorise le recrutement des ribosomes (Derry et al., 2006; Gallie, 1998; 
Kahvejian et al., 2005). La PABP interagit avec le facteur d’initiation de la traduction 
eIF4G lié à la coiffe, entraînent la circularisation de l’ARNm. Cette circularisation est 
essentielle à la traduction (Wakiyama et al., 2000) et la liaison de eIF4G avec la 
PABP stimule l’interaction entre eIF4G et la coiffe, augmentant le recrutement de la 






Figure 7 : Un réseau complexe d’interactions entre les différentes étapes de l’expression des 
gène. 
Les flèches noires indiquent un couplage fonctionnel et/ou physique entre 2 étapes de l’expression des 
gènes. Les flèches rouges indiquent un couplage fonctionnel et/ou physique entre la maturation en 3’ et 




IV Régulation de la maturation en 3’  
La régulation de la maturation en 3’ est un processus complexe capable de 
réguler l’expression des ARNm au niveau qualitatif et quantitatif. Ce processus 
complexe fait intervenir de nombreux facteurs de régulation interagissant avec 
différents éléments de séquences régulateurs.  
IV-1 Eléments de Séquences régulateurs de la maturation en 3’  
IV-1-1 Le « upstream sequence element » 
Il existe 2 types d’éléments de séquence localisés en amont du signal de 
polyadénylation appelés USE (« Upstream Sequence Element »).  
Les premiers types d’USE sont riches en uraciles bien qu’il n’y ait pas de 
séquence consensus. Ces USE stimulent la maturation en 3’ et ont été identifiés au 
départ sur des séquences virales tel que SV40 L (« Simian Virus 40 large ») (Carswell 
and Alwine, 1989; Schek et al., 1992), ADL3 (Adénovirus L3) (Prescott and Falck-
Pedersen, 1994) ou HIV-1 (« Human Immunodeficiency Virus de type 1 ») 
(Cherrington and Ganem, 1992; DeZazzo et al., 1991; Valsamakis et al., 1991). 
Depuis, ces USE ont été identifiés sur des gènes humains tels que le complément C2 
(Moreira et al., 1995), le collagène (Natalizio et al., 2002), la lamine B2 
(Brackenridge and Proudfoot, 2000) ou la prothrombine F2  (Danckwardt et al., 
2007). Ces USE stimulent la maturation en 3’ en recrutant différents facteurs capables 
de stimuler la maturation en 3’ (Danckwardt et al., 2011; Moreira et al., 1998). 
Les autres types d’USE sont formés de la séquence UGUA répétée. Ils ont été 
décrits dans plusieurs pré-ARNm pour stimuler la maturation en 3’ (Brown and 
Gilmartin, 2003). La régulation de la maturation en 3’ par ces USE peut se faire par le 
recrutement de manière directe de CFIm qui stimule à son tour le recrutement de 
CPSF (Venkataraman et al., 2005). 
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IV-1-2 Le « Downstream sequence element  auxiliaire » 
Les DSE aux (« Downstream Sequence Element auxiliaire ») stimulateurs de 
la maturation en 3’, sont riches en guanines et sont localisés entre 1 et 200 nucléotides 
en aval du site de clivage (Zarudnaya et al., 2003), mais peuvent être localisés plus en 
aval comme sur le gène du MC1R (« Melanocortine 1 recepteur »). En effet, pour ce 
gène, une séquence riche en guanines localisée à plus de 440 nucléotides en aval du 
site de clivage permet de stimuler la maturation en 3’ (Dalziel et al., 2007). Ces DSE 
aux sont présents dans un tiers des pré-ARNm (Arhin et al., 2002) et sont susceptibles 
de se structurer en G-quadruplexe (Zarudnaya et al., 2003). 
Les G-quadruplexes sont des empilements hydrophobes de plusieurs G-
quartets. Les G-quartets correspondent à l’association de 4 guanines dans un plan 
cyclique par des liaisons de type « hoogsteen ». Ces guanines sont à la fois donneurs 
et accepteurs de 2 liaisons hydrogènes et délimitent une zone centrale électronégative 
qui recrute un cation stabilisant l’interaction (figure 8). La taille du cation et le niveau 
d’interaction avec les guanines expliquent les différences de stabilité 
(K+>Rb+>Na+>Cs+>Li+) des G-quadruplexes (Sundquist and Klug, 1989).  
 
 
Figure 8 : Représentation schématique d’un G-quadruplexe. 
G-quartet en vue transversale. 4 guanines sont associées par une liaison de type « hoogsteen » dans un 
plan cyclique. La présence de K+ au centre de la structure permet de la stabiliser. Un G-quadruplexe 
correspond à l’empilement de plusieurs G-quartets. Cette figure s’inspire de (Kostadinov et al., 2006). 




Les G-quadruplexes sont principalement décrits dans l’ADN au niveau des 
télomères (Oganesian and Bryan, 2007; Parkinson et al., 2002; Wang and Patel, 
1993), des régions de commutation des gènes des chaînes lourdes des 
immunoglobulines (Sen and Gilbert, 1990), des régions répétées de l’ADNr 
(Hanakahi et al., 1999) et des promoteurs (Brooks et al., 2010; Eddy and Maizels, 
2006). Ces structures sont également présentes sur des ARNm où elles sont 
principalement décrites pour réguler la traduction (Beaudoin and Perreault, 2010; 
Bonnal et al., 2003; Halder et al., 2009; Kumari et al., 2007) 
 
Il a été proposé que les DSE aux G-riches permettent de stimuler la maturation 
en 3’ de différentes manières (Chen and Wilusz, 1998). 
Premièrement, les DSE aux riches en guanines pourraient maintenir les 
signaux de polyadénylation dans un état non structuré entraînant une meilleure 
efficacité d’assemblage du complexe de maturation en 3’. En effet, un G-quadruplexe 
pourrait maintenir le DSE ou l’hexanucléotide dans une conformation accessible aux 
facteurs de maturation en 3’ (Zarudnaya et al., 2003).  
Deuxièmement, les DSE aux pourraient, en formant un G-quadruplexe, 
empêcher CstF de coulisser en aval du pré-ARNm et donc de limiter la zone 
d’interaction de CstF proche du signal de polyadénylation (Chen and Wilusz, 1998). 
En effet, la stimulation de la maturation en 3’ par la séquence DSE aux du gène viral 
ADL3 peut être remplacée par une séquence capable de former un pseudoknot 
(structure d'acide nucléique contenant au moins deux structures en tige-boucle dont la 
moitié d'une tige est intercalée entre les deux moitiés d'une autre tige). 
Troisièmement les DSE aux riches en guanines pourraient recruter des 
protéines de régulation de la maturation en 3’ et notamment la famille des hnRNP 
H/F qui stimule la maturation en 3’ (Bagga et al., 1998; Bagga et al., 1995). 
Enfin, il a été décrit que les séquences riches en guanines en aval du signal de 
polyadénylation entraîne l’arrêt de la pol II permettant alors de stimuler la 
polyadénylation (Gromak et al., 2006; Yonaha and Proudfoot, 2000). Les G-
quadruplexes qui peuvent également se structurer sur l’ADN pourraient être à 
l’origine de ce blocage de la pol II.  
INTRODUCTION 
 37
IV-1-3 Autres éléments de séquences  
De nombreux éléments de séquence humains ont été identifiés par différents 
programmes informatiques (Hu et al., 2005; Legendre et al., 2005). Ces signaux de 
polyadénylation ont été identifiés en comparant différentes séquences humaines 
encadrant le site de maturation en 3’. Ces autres éléments sont conservés chez la 
plante et la levure et pourraient avoir un rôle dans la régulation de la maturation en 3’ 




Figure 9 : Schéma représentant les différents signaux de polyadénylation humain. 
Les signaux canoniques de la maturation en 3’ sont représentés par des rectangles noirs, les signaux de 
stimulation de la polyadenylation sont représentés en rectangles gris et en rectangles blanc les signaux 




IV-2 Les facteurs de régulation de la maturation en 3’ 
Il existe un nombre croissant de protéines identifiées comme régulatrices de la 
maturation en 3’. Ces protéines sont pour l’essentiel des protéines de liaison aux ARN 
ou mRBP (« mRNA Binding Protein ») et interagissent avec les éléments de 
séquences régulateurs et la machinerie de polyadénylation. La plupart de ces facteurs 
protéiques sont également impliqués dans d’autres étapes de régulation de 
l’expression des gènes tel que la transcription, l’épissage ou l’export d’ARNm vers le 
cytoplasme. 
 
Tableau 3: Protéines impliquées dans la régulation de la maturation en 3’ chez 
les mammifères. Ce tableau s’inspire de (Millevoi and Vagner, 2010). 
 
Facteur Role Inter-action ARN cible Séquence reconnue Reference 
14-3-3ε − PAP La plupart des pre-ARNm (c-mos)   
(Kim et al., 
2003) 
9G8 + CFIm HIV-1 Site de liaison consensus 
(Valente et al., 
2009) 
BARD1 − CstF50 pol II 
Mécanisme global 
(SV40L et AdL3)   
(Kleiman and 
Manley, 2001)
Cdc73 + CPSF CstF 
 Pré-ARNm 
spécifiques (sous unité 




Rosen et al., 
2009) 
CSR1 − PAP Mécanisme global (β-actin et GAPDH)   
(Zhu et al., 
2009) 
eIF3f − CFIm HIV-1   (Valente et al., 2009) 
ELL2 + Cstf64 pol II 
Immunoglobulin heavy 








USE (Danckwardt et al., 2011) 
hnRNP F − CstF64 IgM DSE (Veraldi et al., 2001) 




recepteur et et autre)    
 DSE aux 
(Alkan et al., 
2006; Dalziel 
et al., 2007) 
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  Rous Sarcoma Virus 
NRS (« Upstream 
negative regulator of 
splicing »)  
(Wilusz and 
Beemon, 2006)
CstF64 Cyclooxygenase-2  USE (Guang et al., 2005) 
  Complement C2  USE (Moreira et al., 1998) 
  
Gfap 
(« Glial Fibrillary 
Acidic Protein ») 






Sites d'épissage et 
éléments riches en 
pyrimidines localisés 
en aval du site de 
clivage 







 USE (Danckwardt et al., 2007) 
CstF64 
Pré-ARNm spécifiques 
(β-globin, l'α-globin et 
le Complement C2) 
DSE 
(Castelo-





  α-Tropomyosin 
 Elément riches en 
pyrimidines localisé 
en amont du site de 
clivage 
(Le Sommer et 
al., 2005) 
  Herpes simplex virus thymidine kinase   
Stimulateur localisé 
en amont du site de 
clivage 
(Guang et al., 
2005) 






  (Hung et al., 2008) 
HSF1 + CstF64 symplekine 
 Influence les protéines 
de réponse au choc 
thermique 
  (Xing et al., 2004) 




Séquences riches en 
U proche du 
AAUAAA 
(Zhu et al., 
2007) 
IRBIT − PAP hFip1 
Pré-ARNm spécifiques 
(SV40L) AAUAAA 
(Kiefer et al., 
2009) 
Nova +/–    Transcrits du cerveau de souris 




  COX-2 (Cycloxygenase-2) USE 
(Hall-Pogar et 
al., 2007) P54 + 
  Mécanisme global (SV40L)   
(Liang and 
Lutz, 2006) 





  Cyclooxygenase-2    (COX-2)  USE 
(Hall-Pogar et 
al., 2007) 
  Mécanisme global (Gal5HIV2dsx)   
(Rosonina et 
al., 2005) PSF + 
  SV40L   (Liang and Lutz, 2006) 
Sam68 +   HIV-1   (McLaren et al., 2004) 
Slm1, 




Smicl + CPSF Pré-ARNm spécifiques (Xiro1)   
(Collart et al., 
2009) 
  Gfap   (Blechingberg et al., 2007) SR 
proteins  + 




SRm160 + CPSF Mécanisme global (β-globine)   
(McCracken et 
al., 2002) 
SRp20 + CstF64 CT/CGRP 
 Sites d'épissage et 
éléments riches en 
pyrimidines localisés 
en aval du site de 
clivage 
(Lou et al., 
1996; Lou et 
al., 1998) 
SRp75 − PAP Pré-ARNm spécifiques (AdL3) 






 Sites d'épissage et 
éléments riches en 
pyrimidines localisés 
en aval du site de 
clivage 
(Lou et al., 
1998) 
+ 
  Mécanisme global (SV40L) 
Site de liaison en 






 Site 5' d'épissage en 
aval du site de 
clivage 




BPV (« Bovin 
Papillomavirus ») 
 Site 5' d'épissage en 
amont du site de 
clivage 
(Vagner et al., 
2000a) 
SV40L USE (Lutz and Alwine, 1994) + CstF64 Mécanisme global 
(SV40L) USE 




− CstF64 IgM Proche du DSE (Phillips et al., 2004) 
INTRODUCTION 
 41
Cycloxygenase-2 USE (Hall-Pogar et al., 2007) 
PAP 
U1A 
Structure en tige 
boucle en amont  du 





U2 snRNP + CPSF Mécanisme global (SV40L) 
Point de 
branchement en 
amont du site 3' 
d'épissage 
(Kyburz et al., 
2006) 
U2AF35 
U2AF65 +   
Pré-ARNm spécifiques 
(Prothrombine F2)  USE 
(Danckwardt et 
al., 2007) 
+ CFIm Mécanisme global (β-globine et AdL3) 
Pyrimidines 
adjacentes en amont 
du site 3' d'épissage 
(Millevoi et al., 
2002; Millevoi 
et al., 2006) 








PAP Pré-ARNm spécifiques (AdL3) 





τcstf64      Transcrits des testicules de souris   





IV-3 Mécanismes de régulation de la maturation en 3’ 
La maturation en 3’ est une étape post-transcriptionnelle complexe régulée de 
différentes manières. Une revue récente de l’équipe (Millevoi and Vagner, 2010) a 
proposé différents mécanismes de régulation de la maturation en 3’ : 
 
-La compétition pour la reconnaissance du signal de polyadénylation : 
Nous avons vu précédemment que la reconnaissance du signal de 
polyadénylation par CPSF et CstF permet l’assemblage du complexe de 
maturation en 3’. Un des mécanismes de répression de la maturation en 3’ 
consiste à inhiber cette reconnaissance du signal de polyadénylation en 
recrutant des protéines de liaison aux ARN qui interagissent avec ces mêmes 
séquences. Dans de nombreux cas, des facteurs de régulation bloquent 
l’interaction entre CstF et le DSE riche en U ou GU. Par exemple, il a été 
montré que la PTB (« poly-pyrimidine tract binding protein ») interagit avec le 
DSE du pré-ARNm du Complément C2 ou de la β-globine bloquant alors 
l’interaction de CstF avec le pré-ARNm et inhibe la maturation en 3’. 
(Castelo-Branco et al., 2004).  
 
-L’inhibition de la PAP par interaction avec des protéines de liaison aux 
ARN : Un autre mécanisme de répression de la maturation en 3’ consiste au 
blocage de l’addition de la queue polyadénylée. Des protéines de liaison aux 
ARN se fixent à proximité du signal de polyadénylation et interagissent avec 
la PAP entraînant alors l’inhibition de son activité de polyadénylation. Nous 
pouvons par exemple citer, l’autorégulation de la sous unité U1A de la 
U1snRNP. Cette protéine se lie à son propre pré-ARNm de manière spécifique 
et interagit avec la partie C-terminale de la PAP bloquant l’addition de la 
queue poly(A) (Boelens et al., 1993; Gunderson et al., 1994; Gunderson et al., 
1997; Varani et al., 2000). 
 
-La compétition cinétique avec les autres étapes de la synthèse des 
ARNm : Ce mécanisme fait intervenir des protéines ou des éléments de 
INTRODUCTION 
 43
séquence qui, en modifiant la vitesse d’épissage ou d’élongation de la 
transcription, affecte l’efficacité de maturation en 3’. Inversement, des 
facteurs modifiant l’efficacité de maturation 3’ peuvent influencer l’épissage 
ou l’élongation de la transcription. Notamment, le régulateur de la maturation 
des pré-ARNm spécifiques des neurones de Drosophile, ELAV (« Embryonic 
Lethal Abnormal Vision ») interagit avec le signal de polyadénylation du gène 
ewg (« erect wing »). ELAV ralentit la recrutement de CFIm, de CFIIm ou de 
la PAP favorisant l’épissage de cette région contenant le signal de 
polyadénylation (Soller and White, 2003). 
 
-Le recrutement des facteurs de maturation en 3’ : Un mécanisme de 
stimulation de la maturation en 3’ fait intervenir des facteurs qui reconnaissent 
des éléments de séquence du pré-ARNm et recrutent la machinerie de 
maturation en 3’ de manière directe ou indirecte. On peut citer PTB qui 
reconnaît les USE de plusieurs pré-ARNm et stimule la maturation en 3’ 
(Hall-Pogar et al., 2007; Moreira et al., 1998) en recrutant un autre facteur : 
hnRNP H (Millevoi et al., 2009) qui à son tour recrute CstF (Bagga et al., 
1998) ou la PAP (Millevoi et al., 2009). 
 
-La redistribution des facteurs de maturation en 3’ dans le cytoplasme : Il 
existe une régulation de la répartition sub-cellulaire de la machinerie de 
maturation en 3’. En effet, certains facteurs inhibent l’efficacité de la 
maturation en 3’ en redistribuant au niveau du cytoplasme la machinerie de 
polyadénylation. C’est notamment le cas de la protéine de liaison à la 
phosphoserine 14-3-3ε qui interagit de manière directe avec la partie C-
terminale de la PAP, lorsqu’elle est phosphorylée, entraînant une 
relocalisation cytoplasmique de la PAP ainsi qu’une inhibition de l’activité de 
polyadénylation (Kim et al., 2003). 
 
-La redistribution des facteurs de maturation en 3’ dans un complexe 
nucléaire : A l’inverse, d’autres protéines redistribuent les facteurs de 
maturation en 3’ dans des complexes protéiques différents, à l’intérieur du 
noyau. Cette redistribution peut stimuler ou inhiber l’efficacité de maturation 
en 3’. Par exemple, dans des cellules soumises à un choc thermique le facteur 
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de transcription HSF1 (« heat shock transcription factor 1 ») forme un 
complexe avec la Symplekine et CstF 64 augmentant aisil’efficacité de 
polyadénylation de l’ARNm du pré-ARNm Hsp70 (« heat shock protein ») 
(Xing et al., 2004)  
 
-Modification post-traductionnelle des facteurs et des régulateurs de la 
maturation en 3’ : Des modifications post-traductionnelles contribuent à 
modifier l’activité, la répartition nucléo-cytoplasmique, la capacité à interagir 
avec la machinerie de maturation en 3’ et la stabilité des facteurs et des 
régulateurs de la polyadénylation. Ces modifications peuvent donc moduler 
l’efficacité de maturation en 3’ de différentes manières. Notamment, Il a été 
montré que la sumoylation de la PAP augmente sa localisation nucléaire et sa 
stabilité mais diminue son activité enzymatique (Vethantham et al., 2008). 
 
Ces différents mécanismes sont représentés par de nombreux exemples 
(Millevoi and Vagner, 2010) et permettent d’englober l’ensemble des mécanismes de 
régulation de la maturation en 3’. 
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IV-4 Exemples de régulations physiologiques de la maturation en 3’ 
IV-4-1 La différentiation cellulaire  
IV-4-1-1 Exemple de l’immunoglobuline M 
Le gène des chaînes lourdes de l’IgM (immunoglobuline M) contient deux 
sites de polyadénylation alternatifs contenus sur deux exons distincts. Un exon 
composite interne proximal, appelé C4μs et  un exon distal M2.  
La maturation en 3’ de ce pré-ARNm évolue au cours de la différenciation des 
lymphocytes B. En effet, l’exon Cμ4 est utilisé en tant qu’exon interne dans les 
lymphocytes immatures, alors qu’il est l’exon 3’ terminal dans les cellules B matures. 
Lorsque l’exon Cμ4S est utilisé comme exon 3’ terminal, cela entraîne la formation 
d’un ARNm qui code pour la forme sécrétée des IgM alors que l’ARNm contenant 
l’exon M2 terminal code pour un récepteur membranaire. La polyadénylation 
alternative de ce pré-ARNm permet donc de contrôler la sécrétion ou l’expression 
membranaire de la protéine qui en résulte. 
 
Figure 10 : Polyadénylation alternative du pré-ARNm des chaînes lourdes de l’IgM.  
Les exons sont représenté en rectangle de couleur et les introns en trait fin. La maturation en 3’ 
alternative du pré-ARNm de la chaîne lourde des IgM entraîne, en fonction de la différenciation des 
lymphocytes B, la formation de deux ARNm différents codant pour des protéines sécrétées ou 




De nombreuses études montrent qu’une régulation complexe s’exerce au 
niveau du site de polyadénylation μS de l’exon Cμ4S des chaînes lourdes des IgM. 
Les faibles signaux de polyadénylation μS sont sensibles à la concentration du facteur 
CstF64. En effet, la surexpression de ce facteur peut activer l’utilisation du site de 
polyadénylation μS dans des cellules en culture (Takagaki and Manley, 1998; 
Takagaki et al., 1996). La concentration de CstF64 augmente au cours de la 
différenciation des lymphocytes B, mais cette variation n’est pas corrélée à la 
modification de la maturation en 3’ du  pré-ARNm des IgM (Martincic et al., 1998). 
En fait, le choix du site de polyadenylation μS résulterait d’une modification de 
l’affinité de la liaison du facteur CstF64 plus que d’une modification de la 
concentration intracellulaire de ce facteur (Edwalds-Gilbert and Milcarek, 1995).  
 
La sélection du signal μS pourrait également être contrôlée par la sous unité 
U1A de la snRNP U1. Plusieurs expériences ont montré que U1A se fixe sur trois 
séquences régulatrices situées en amont du signal μS et inhibe la réaction de 
polyadénylation d’un pré-ARNm clivé au site μS, en affectant l’activité de la PAP 
(Phillips et al., 2001). Un autre site de liaison de la protéine U1A a été identifié en 
aval du signal μS, entre deux DSE riches en guanines et en uraciles. L’interaction de 
la protéine U1A avec ce site, diminue la liaison du facteur CstF64 au niveau de ces 
DSE, et inhibe la réaction de clivage au site μS (Phillips et al., 2004). D’autres 
expériences ont au contraire montré que des mutations des séquences reconnues par 
U1A entourant l’hexanucléotide AAUAAA du site μS, ne modifient pas la maturation 
en 3’ du gène des chaînes lourdes de l’IgM (Peterson et al., 2006). De plus, la 
régulation de l’utilisation du signal μs n’est pas modifiée dans des cellules 
surexprimant le facteur U1A (Peterson et al., 2006). 
 
Enfin, il a été proposé que la hnRNP F (« Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins ») dont la quantité varie lors de la différentiation cellulaire des 
lymphocytes B, permet de réguler la maturation en 3’ des chaînes lourdes de l’IgM. 
HnRNP F reconnaît les DSE en aval du signal μS et bloque le recrutement de CstF-64 
inhibant la réaction de clivage sur ce site de polyadénylation (Veraldi et al., 2001). 
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IV-4-1-2 Exemple de la calcitonine 
Le pré-ARNm de la CT/CGRP (« calcitonin/calcitonin gene-related peptide ») 
contient deux sites de polyadénylation alternatifs sur deux exons distincts. La 
sélection du dernier exon se fait en fonction du le type cellulaire. En effet, les 
lymphocytes T de la thyroïde utilisent l’exon 4 comme exon 3’ terminal. En 
revanche, dans les cellules neuronales, cet exon est excisé, l’exon 6 est alors utilisé 
comme exon 3’ terminal. Un ARNm ayant pour exon terminal l’exon 4 code pour la 




Figure 11 : Polyadénylation alternative du pré-ARNm de la CT/CGRP. 
Les exons sont représentés en rectangle vert et les introns sont en trait fin. La maturation en 3’ 
alternative du pré-ARNm de la CT/CGRP entraîne, en fonction du type cellulaire, la formation de deux 
ARNm différents codant pour la CT ou la CGRP. 
 
L’exon 4 est délimité par un site 3’ d’épissage et des signaux de 
polyadénylation faibles. L’inclusion de cet exon entraînant une maturation en 3’ 
proximale est dépendante de la reconnaissance d’un élément intronique activateur ISE 
(« Intron Splice Enhancers »). Cet ISE localisé en aval du site de clivage de l’exon 4, 
dans l’intron 4, est constitué d’un pseudo-site 5’ d’épissage encadré par une séquence 
riche en pyrimidines en amont et une répétition d’uraciles en aval (Lou et al., 1995). 
La mutation d’un de ces trois éléments entraîne l’exclusion de l’exon 4. Des 
expériences de clivage en 3’ in vitro, montrent que le pseudo-site 5’ d’épissage et la 
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région riche en pyrimidines stimulent le clivage en 3’ de l’exon 4. D’autre part, la 
répétition d’uraciles contrôlerait la reconnaissance du site 3’ d’épissage localisé dans 
l’intron 3 (Lou et al., 1996; Zhu et al., 2003). Une autre séquence régulatrice 
permettant l’utilisation ce site 3’ d’épissage a également été caractérisée dans l’exon 
4. Ces séquences activatrices sont reconnues par un grand nombre de facteurs qui 
stimulent la rétention de l’exon 4 et la maturation en 3’. 
 
La protéine SRp20 (protéine 20 riche en sérine et en arginine) interagit in vitro 
avec la séquence riche en pyrimidines située dans l’intron 4. La surexpression de 
SRp20 favorise la polyadénylation au niveau de l’exon 4 en recrutant le complexe de 
maturation en 3’. La surexpression d’une protéine SRp20 tronquée ne possédant plus 
de domaine RS (riche en arginines et en sérines) cause une baisse du recrutement du 
facteur CstF64 au niveau du signal de polyadénylation de l’exon 4 (Lou et al., 1998).  
La PTB interagit avec différentes séquences localisées en aval du signal de 
polyadénylation de l’exon 4 dont la région riche en pyrimidines. Il a été montré que le 
recrutement de PTB empêche la fixation du facteur d’épissage U2AF (« U2 auxiliary 
factor ») ce qui favorise la polyadénylation au niveau de l’exon 4 (Lou et al., 1996; 
Lou et al., 1999). De plus, PTB peut stimuler la maturation en 3’ en interagissant avec 
le site de polyadénylation (Lou et al., 1999). 
La protéine TIAR (« T‐cell‐restricted Intracellular Antigen1‐Related 
protein ») interagit avec la séquence riche en uraciles et stimule la fixation de la 
snRNP U6 sur le pseudo-site 5’ d’épissage. Inversement, le recrutement de la snRNP 
U6 sur le pseudo-site 5’ d’épissage active l’interaction entre TIAR et la séquence 
riche en uraciles. Ces deux facteurs activent la maturation en 3’ au niveau du site 
proximal (Zhu et al., 2003). La snRNP U1 et le facteur ASF/SF2 se fixent également 
sur le pseudo-site 5’ d’épissage. La snRNP U1 participerait à l’activation du clivage 
en 3’ de l’exon 4 (Lou et al., 1996), et le rôle de ASF/SF2 (alternative splicing 
factor/splicing factor 2) n’est pas clairement établi. 
Les protéines hTraβ2 (« human transformer β2 »)  et la SRp55 interagissent 
avec la séquence activatrice localisée dans l’exon 4 et favorisent la reconnaissance du 
site 3’ d’épissage (Tran et al., 2003; Tran and Roesser, 2003). Le recrutement de ces 




D’autres protéines au contraire inhibent l’épissage de l’exon 4 et favorisent 
une maturation en 3’ au niveau de l’exon 6. Ainsi, il a été montré que la déplétion des 
protéines Fox (« Forkhead box ») 1 et 2 dans des cellules, favorise l’utilisation de 
l’exon 4. Ces protéines interagissent in vitro avec les motifs UGCAUG présents en 
aval du site 3’ d’épissage dans l’intron 3d et dans l’exon 4. La fixation des protéines 
Fox sur cet élément régulateur bipartite, empêche le recrutement du facteur U2AF 65 
au niveau du site 3’ d’épissage (Zhou et al., 2007; Zhou and Lou, 2008).  
Les protéines Hu, spécifiques des cellules neuronales, entrent en compétition 
avec la protéine TIAR pour la fixation sur la séquence intronique riche en uraciles de 
l’intron 4 (Zhu et al., 2006). L’expression de dominants négatifs des protéines Hu 
dans des cellules, conduit à l’inclusion de l’exon 4. Le saut de l’exon 4 dans les 
cellules neuronales est donc dû à la compétition de fixation entre les facteurs 
activateurs et les protéines Fox et Hu.  
 
 
Figure 12 : Régulation de la maturation en 3’ de l’exon 4 du pré-ARNm de CT/CGRP en 
fonction du type cellulaire. 
Dans les cellules non neuronales, de nombreux facteurs trans permettent l’inclusion de l’exon 4 de 
CT/CGRP. Dans les cellules neuronales, l’exclusion de l’exon 4 se fait par les proteine Fox et Hu. PY 
correspond à la région riche en pyrimidines, U1 représente la snRNP U1 et Facteur Poly(A) représente 




IV-4-3 Les dommages à l’ADN 
Lors de dommages à l’ADN, de nombreux mécanismes de réponse à ce stress 
se mettent en place, parmi lesquels une inhibition globale de la transcription et de la 
traduction entraînant une diminution de l’expression des gènes. Il a récemment été 
montré que la maturation en 3’ participe de manière importante à la répression de 
l’expression génique lors de ce stress. En effet, les protéines impliquées dans la 
réponse aux dommages à l’ADN, BRCA1 (« Breast cancer 1 ») et son partenaire, la 
protéine BARD1 (« BRCA1-associated RING domain protein 1 ») (Jin et al., 1997; 
Scully et al., 1997) co-immunoprécipitent avec CstF-64 suggérant un lien entre la 
maturation en 3’ et les dommages à l’ADN (Kleiman and Manley, 1999). De plus, 
l’ajout de protéine BARD1 recombinante dans des extraits nucléaires inhibent la 
réaction in vitro de clivage en 3’ (Kleiman and Manley, 1999). La formation du 
complexe BARD1/BRCA1/CstF nécessite un lien entre les domaines ankyrine et 
BRCT (« BRCA1 C-terminal repeats ») de BARD1. Cette interaction entre ces deux 
domaines de BARD1 permet la reconnaissance du domaine WD-40 de CstF-50 
entraînant une inhibition de la maturation en 3’ (Edwards et al., 2008).  
Lors de dommages à l’ADN, BRCA1 et BARD1 sont phosphorylées. La 
protéine kinase ATM (« Ataxia Telangiectasia Mutated ») phosphoryle BRCA1 
(Thomas et al., 1997), alors que la phosphorylation de BARD1 se fait par la kinase 
CHK2 (« Checkpoint 2 ») et nécessite la présence de BRCA1 (Kim et al., 2006). La 
phosphorylation de BARD1 en réponse aux dommages à l’ADN est indispensable à la 
formation du complexe BARD1/BRCA1/CstF et à l’inhibition de la maturation en 3’ 
(Kim et al., 2006; Kleiman and Manley, 2001). Le pré-ARNm non clivé est alors 
dégradé par l’exosome (Mirkin et al., 2008). Plus récemment, il a été montré que la 
protéine P53 co-immunoprécipite avec le complexe BARD1/BRCA1/CstF. De plus, 
une mutation de p53 associée à des tumeurs atténue l’interaction entre BARD1 et 
CstF et diminue l’inhibition de la maturation en 3’ due aux dommages à l’ADN 
(Nazeer et al., 2011). 
Il a également été montré que lors de dommages à l’ADN, BARD1 et BRCA1 
interagissent avec la forme phosphorylée sur la serine 2 et la serine 5 de la CTD pol II 
qui intervient lors de l’élongation de la transcription (Kleiman et al., 2005). Cette 
interaction entraîne l’ubiquitination de la pol II et permet d’initier sa dégradation par 
le protéasome (Kleiman et al., 2005).   
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Enfin, le facteur de maturation en 3’ CstF joue un rôle important dans la 
réponse aux dommages à l’ADN. La diminution de son expression diminue la 
viabilité des cellules traitées aux UV, réduit l’ubiquitination de la pol II et diminue la 
réparation des dommages à l’ADN (Mirkin et al., 2008). De plus BARD1, CstF et la 
pol II sont localisés sur les sites de réparation de l’ADN (Mirkin et al., 2008).  
 
 
Figure 13 : Inhibition de la maturation en 3’ lors de dommages à l’ADN. 
Lors de dommages à l’ADN, le complexe BRCA1/BARD1 interagit avec CstF et inhibe la maturation 
en 3’.  Le pré-ARNm non clivé est alors dégradé par l’exosome et la pol II est ubiquitinée et dégradée 
par le protéasome. Pol II hyper(P) représente la RNA polymérase II phosphorylée sur la serine 2 et 5, 




En conclusion, lors de dommages à l’ADN, BRCA1 et BARD1 sont 
phosphorylées  permettant ainsi la formation d’un complexe BARD1/BRCA1/CstF 
qui interagit avec la pol II. La formation de ce complexe entraîne une inhibition 







V Dérégulation de la maturation en 3’ associée à 
des pathologies 
V-1 Les maladies sanguines 
V-1-1 Les thalassémies 
Les thalassémies sont des maladies génétiques causant des formes d'anémies 
associées à une hémoglobinopathie (déficience dans la synthèse de l'hémoglobine). Il 
existe 2 groupes de thalassémies : les alpha-thalassémies se caractérisent par un 
déficit de synthèse de l’α-globine et les bêta-thalassémies se caractérisent par un 
déficit de synthèse de la β-globine. 
Ces pathologies peuvent résulter d’un défaut de maturation en 3’ des globines. 
Plusieurs études ayant analysé différentes mutations de patients atteints de 
thalassémie ont révélé, dans certains cas, des altérations de l’hexamère AAUAAA 
dans le gène de l’α-globine (Harteveld et al., 1994; Higgs et al., 1983) et dans celui de 
la β-globine (Jankovic et al., 1990; Losekoot et al., 1991; Orkin et al., 1985; Rund et 
al., 1992; van Solinge et al., 1996). Ces mutations sont variées et touchent différents 
nucléotides du signal de polyadénylation. Par exemple la séquence AATAAA de l’α-
globine peut être mutée en AATAAG (Higgs et al., 1983) ou délétée de ses deux 
derniers nucléotides pour devenir AAUA (Harteveld et al., 1994). Plus récemment, 
nous avons contribué à montrer qu’une mutation (CÆG) dans la région correspondant 
au 3’UTR du gène de β-globine, six nucléotides en aval du codon stop entraîne une 
diminution de l’efficacité de maturation en 3’ responsable de bêta-thalassémies 
(Millevoi et al., 2009). En effet, cette mutation altère la liaison entre PTB et le pré-
ARNm de la β-globine. Lorsque PTB interagit avec le pré-ARNm de la β-globine, 
elle stimule la maturation en 3’ en recrutant hnRNP H qui à son tour recrute CstF 
(Bagga et al., 1998) ou la PAP (Millevoi et al., 2009). En présence de la mutation, 
PTB ne liant plus le pré-ARNm de la β-globine ne joue plus son rôle de stimulateur 
de la maturation en 3’. 
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 De manière générale, ces mutations entraînent dans tout les cas une 
diminution de la maturation en 3’ des globines à l’origine de la thalassémie.  
V-1-2 Les thrombophilies 
La thrombophilie est une augmentation de la vitesse de coagulation du sang 
entraînant un risque accru de thrombose. Une thrombose consiste en la formation d'un 
thrombus ou caillot sanguin obturant un vaisseau sanguin. Des dérégulations de la 
maturation en 3’ de plusieurs gènes peuvent être à l’origine de cette pathologie. 
 
En effet, le gène FGγ-H2 (« Fibrinogen gamma Haplotype 2 ») possède deux 
sites de polyadénylation sur deux exons distincts entraînant la formation de 2 
transcrits : le transcrit utilisant le site de polyadénylation proximal est appelé γ’ et le 
transcrit utilisant le site de polyadénylation distal est appelé γA. Un ratio de la 
quantité d’ARNm de la forme γ’sur la forme γA faible est révélateur d’une 
thrombophilie. Des SNP (« single nucleotide polymorphism ») (9615C>T et 
10034C>T) au niveau des DSE de ces deux sites de polyadénylation ont été identifiés 
(Uitte de Willige et al., 2007). La SNP 9615C>T semble diminuer la quantité de 
transcrit de la forme γ’ alors que la SNP 10034C>T du DSE de la forme γA augmente 
la quantité de transcrit de cette forme. Il semblerait donc que ces SNP régulent la 
maturation en 3’ de FGγ-H2 et dans les 2 cas entraînent une diminution du ration 
γ’sur γA (Uitte de Willige et al., 2005; Uitte de Willige et al., 2007) 
 
Cette pathologie peut aussi être la conséquence d’une dérégulation de la 
maturation en 3’ du pré-ARNm de la prothrombine aussi appelé F2 (« coagulation 
factor II »). Il est connu que la maturation en 3’ de F2 est stimulée lors de stress 
inflammatoire. En condition normale, les ARE-BP (« AU-rich Element sequence 
Binding Protein »)  FBP2 et FBP3 (« far upstream element (FUSE) binding protein 2 
et 3 ») lient l’USE de la prothrombine F2 et empêche le recrutement de U2AF ou de 
PTB stimulant alors la maturation en 3’. Lors de stress inflammatoire, la MAPK p38 
phosphoryle FBP2 et FBP3 empêchant leur interaction avec l’USE. Cette 
phosphorylation permet à U2AF et PTB de lier l’USE et donc de stimuler la 
maturation en 3’ (Danckwardt et al., 2011). Différentes mutations responsables de 
l’augmentation de l’efficacité de maturation en 3’ de F2 ont été identifiées chez des 
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patients atteints de thrombophilie. Une insertion de 11 thymines au niveau du DSE du 
gène F2 a été retrouvée chez un patient atteint du Syndrome de Budd-Chiari 
(Danckwardt et al., 2004; Danckwardt et al., 2006a) qui correspond à une maladie du 
foie résultant de l’obstruction d’une veine sus-hépatique généralement provoquée par 
une thrombose. Le DSE du pré-ARNm de F2 contient peu d’uridine et l’efficacité de 
maturation en 3’ de ce pré-ARNm est physiologiquement faible. L’addition de 11 
résidus de thymines au niveau de l’ADN provoque sur le pré-ARNm un 
enrichissement en uridines en aval du site de clivage, au niveau du site potentiel de 
CstF sur le pré-ARNm. Cet enrichissement entraîne une augmentation de l’efficacité 
de maturation en 3’ responsable d’un accroissement pathologique de la protéine F2. 
L’augmentation de la quantité de F2 dans le sang est à l’origine de la thrombophilie 
de ce patient (Danckwardt et al., 2004; Danckwardt et al., 2006a). 
 
D’autres mutations responsables de cette pathologie ont été identifiées au 
niveau du site de clivage du pré-ARNm de F2. Le site de clivage physiologique de F2 
est composé d’une cytosine suivie d’une guanine alors que la plupart des sites de 
clivage sont composés d’une cytosine et d’une adénine. Il a été montré par des 
réactions de clivage in vitro, qu’un site de clivage cytosine guanine est moins efficace 
qu’un site cytosine adénine (Chen et al., 1995).  
Une première mutation transformant le site de clivage de F2 en cytosine 
adénine a été identifiée (Gehring et al., 2001) causant une augmentation de la 
concentration en F2 dans le plasma. En effet, la mutation de la guanine en adénine 
augment la faible efficacité de maturation en 3’ de F2 ce qui accroît 
d’approximativement deux fois la quantité d’ARNm et de la protéine F2 (Danckwardt 
et al., 2004; Gehring et al., 2001). L’augmentation de l’efficacité de maturation en 3’ 
de F2 due à cette mutation explique l’augmentation du risque de thrombophilie.  
Une autre mutation transformant le site de clivage de F2 (CGÆTG) a été 
identifiée (Balim et al., 2003; Danckwardt et al., 2004; Schrijver et al., 2003). Là 
encore, cette mutation augmente l’efficacité de maturation en 3’ de F2 et donc le 
risque de thrombophilie (Danckwardt et al., 2004; Danckwardt et al., 2006b). 
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V-1-3 L’hyperéosinophilie idiopathique 
L’hyperéosinophilie idiopathique se caractérise par une surproduction des 
éosinophiles polynucléaires dans la moelle osseuse conduisant à l’accumulation de 
ces cellules dans le sang. Cette accumulation occasionne une infiltration dans les 
tissus et endommage des organes tel que le coeur, la rate ou le foie. 
Il a été montré que l’une des causes de cette pathologie peut être un 
réarrangement provoqué par une délétion de 800 kb créant la fusion des gènes de la 
sous unité hFip1 de CPSF et de PDGFRα (« Platelet-Derived Growth Factor 
Receptor, alpha »). La protéine issue de cette fusion comprend 233 acides aminées de 
hFip1 dans sa partie N-terminale est de 523 acides aminées de PDGFRα dans sa 
partie C-terminale (Cools et al., 2003). La protéine de fusion hFip1-PDGFRα se 
comporte comme un mutant constitutivement actif et ne nécessite plus la dimérisation 
dépendante des facteurs de croissance du récepteur à la tyrosine kinase PDGFRα. Ce 
mutant constitutif est à l’origine du syndrome d’hyperéosinophilie idiopathique. 
La formation de la protéine de fusion entraîne la perte fonctionnelle de hFip1 
ce qui stimule la maturation en 3’ dans des conditions normales (Kaufmann et al., 
2004). La stimulation de la maturation en 3’ pourrait également expliquer en partie le 




V-2 Les infections virales 
V-2-1 Le virus de l'immunodéficience humaine de type 1  
Le génome du VIH-1 est composé de neuf gènes dont trois principaux  qui 
définissent la structure du virus et six autres gènes qui codent pour des protéines 
régulatrices. Parmi ces protéines régulatrices, la Tat (« Trans-Activator of 
Transcription ») est essentielle pour l'expression des gènes et la réplication virale du 
VIH-1. Il a été montré que la Tat augmente spécifiquement l'expression de la sous-unité 
de 73-kDa de CPSF (Calzado et al., 2004). L’augmentation de CPSF-73 par la Tat du 
VIH-1 permet à ce virus de stimuler la maturation en 3’ provoquant alors une 
augmentation de l'expression des gènes cellulaires et viraux. En plus de la fonction de 
CPSF-73 sur la maturation en 3’, il a été montré que dans ce cas, CPSF-73 réprime le 
promoteur du gène MDM2 (Murine Double Minute 2) (Calzado et al., 2004). La 
surexpression de CPSF-73 par la Tat est donc un mécanisme qui permet au virus 
d’augmenter l’expression de ses gènes en dérégulant la machinerie cellulaire. 
V-2-2 L’Herpès simplex virus 1 
Lors de l’infection par l’Herpès Simplex Virus 1 (HSV-1), la maturation en 3’ 
de certains pré-ARNm viraux est stimulée (McLauchlan et al., 1989). Cette régulation 
spécifique de la maturation en 3’ nécessite l’expression du gène viral précoce IE63 
aussi appelé ICP27 (McLauchlan et al., 1992; Sandri-Goldin and Mendoza, 1992). 
IE63 peut également augmenter ou diminuer l’expression de différents gènes en 
fonction des signaux de maturation contenus sur le pré-ARNm. L’activation de 
l’expression des gènes par IE63 est corrélée avec la présence d’un hexamère 
AAUAAA sans DSE riche en uraciles ou en guanines et uraciles. L’inhibition de 
l’expression d’un gène est due à la présence d’introns dans son pré-ARNm (Sandri-
Goldin and Mendoza, 1992). Le mécanisme de cette régulation post-transcriptionnelle 
est dû à l’augmentation du recrutement de CstF-64 au niveau des DSE de l’ensemble 
des pré-ARNm et à une redistribution éloignée des sites de transcription du facteur 
d’épissage snRNP U2 lors de l’expression de IE63 (McGregor et al., 1996). IE63 
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permet donc d’activer la maturation en 3’ des pré-ARNm viraux ayant un signal de 
polyadénylation faible et inhibe l’épissage des pré-ARNm de la cellule hôte. 
V-2-3 L’influenza A 
Le virus grippale influenza A fournit un autre exemple de régulation de la 
maturation en 3’ lors d’infections virales. La protéine NS1 (Non Structurale 1) du 
virus influenza A représente l'une des protéines les plus abondantes synthétisées dans 
les cellules infectées (Lazarowitz et al., 1971). NS1 interagit de manière fonctionnelle 
avec CPSF-30 empêchant l’interaction entre CPSF et le pré-ARNm substrat. Cela 
induit une inhibition de la maturation en 3’ des pré-ARNm de la cellule hôte 
(Nemeroff et al., 1998). De plus, la protéine NS1 cible également la PABP , inhibant 
la synthèse de la queue poly(A) (Chen et al., 1999). La maturation en 3’ des pré-
ARNm représente une condition indispensable à l'export cytoplasmique (Stutz and 
Rosbash, 1998). Les pré-ARNm non clivés de la cellule hôte restent alors dans le 
noyau permettant à la protéine NS1 d’inhiber sélectivement la néosynthèse des 
ARNm cellulaires, et non viraux .(Chen et al., 1999; Nemeroff et al., 1998). En effet, 
la maturation en 3’ des pré-ARNm viraux est réalisée par l’ARN transcriptase virale, 
qui retranscrit une séquence de 5 à 7 uraciles formant une queue poly(A) qui permet 
l’export vers le cytoplasme des ARNm. 
En conséquence, en interférant avec l'activité essentielle des facteurs de 
maturation en 3', l’influenza A utilise un moyen efficace pour éteindre 
spécifiquement l'expression des gènes cellulaires et faciliter l'expression des gènes 
viraux qui ne dépendent pas de la machinerie de maturation en 3’ cellulaire (Chen et 
al., 1999; Nemeroff et al., 1998). 
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V-3 Les cancers 
Les dérégulations de la maturation en 3’ dans les cancers peuvent s’expliquer 
de différentes manières. En effet, des mutations au niveau des séquences de 
polyadénylation des pré-ARNm peuvent être la cause de cette pathologie mais 
également une expression aberrante des facteurs protéiques de la maturation en 3’.  
V-3-1 Polymorphisme de la N-acetyltransferase 1 
L’enzyme N-acetyltransferase 1 (NAT1) peut N-acétyler ou O-acétyler les 
amines aromatiques (Hein et al., 1993; Probst et al., 1992). Les amines aromatiques 
(arylamines et hétérocycliques amines) sont en partie responsables d’un risque accru 
de cancers colorectaux liés aux agents cancérigènes présents dans l'alimentation, la 
fumée de cigarette, ou l'environnement (Giovannucci et al., 1994; Potter et al., 1993). 
La N-acétylation des arylamines est considérée de façon générale comme exerçant 
une détoxification relative puisque cette réaction les rend en effet moins actives, alors 
que la O-acétylation serait plutôt activatrice. 
Au sein de la population humaine, il existe plusieurs polymorphismes du gène 
NAT1. Parmi eux, le variant NAT1*10 affecte l’hexanucléotide et la séquence en 
aval (AATAAATGTCÆ AAAAAATGTA). Ce variant est considéré comme un 
important déterminant génétique de risque de cancer colorectal (Bell et al., 1995) 
Cette étude montre que des mutations au niveau de l’hexamère de certains 
gènes peuvent augmenter le risque de développer des cancers. 
V-3-2 Activation de la PAP 
L’activité de la PAP est régulée de manière cycline-dépendante. En effet, cette 
protéine est phosphorylée par la kinase cdc2-cyclinB tout au long du cycle cellulaire. 
Mais durant la phase M, la PAP se retrouve hyperphosphorylée inhibant son activité 
au cours de cette phase dans des cellules normales (Colgan et al., 1996; Colgan et al., 
1998; Zhao and Manley, 1998). De plus, la mutation des sites d’hyperphosphorylation 




La  PAP est surexprimée dans différents types de cancers. Ainsi, une 
augmentation de la quantité de l’ARNm de la PAP est retrouvée dans les cancers 
humains du sein, du côlon, des ovaires et du pancréas (Pendurthi et al., 1997). De 
plus, l'activité de la PAP est significativement augmentée dans les lymphocytes B des 
leucémies aiguës de forme agressive, par rapport aux lymphocytes B des leucémies 
chroniques moins agressives et les lymphocytes B normaux (Trangas et al., 1989). 
Une augmentation de l’activité de la PAP a également été retrouvée dans des cancers 
du sein susceptibles de former des métastases ganglionnaires  comparativement à des 
formes moins agressives de cancer du sein (Scorilas et al., 2000). L'activité de la PAP 
reflète donc probablement l'activité proliférative des cellules et sert d'indicateur de la 
dédifférenciation. Par conséquent, elle peut servir de biomarqueur pronostique dans 
différentes formes de cancers (Jacob et al., 1989; Pangalis et al., 1985; Sasaki et al., 
1990; Scorilas, 2002). En particulier, des anticorps dirigés contre la  PAP retrouvés 
dans le sérum de patients atteints de cancer semblent avoir un potentiel prédictif dans 
l’apparition et la progression du cancer (Stetler et al., 1981). Toutefois, ces anticorps 
ne sont pas spécifiques du cancer et ont également été observés chez des patients 
atteints de troubles rhumatismaux (Stetler et al., 1987). 
 
A l’heure actuelle, on ne sait pas si la stimulation de l'activité de la PAP 
contribue à la tumorigenèse ou si cela correspond à une conséquence de l’adaptation 
cellulaire à une prolifération rapide.  
V-3-3 Raccourcissement de la taille des 3’UTR 
Les séquences 3’UTR permettent de réguler la localisation, la stabilité ainsi 
que la traduction des ARNm. Au cours du développement, la taille des 3’UTR de 
l’ensemble des gènes augmente. Cette régulation globale est contrôlée par la 
polyadénylation alternative qui correspond à la présence de plusieurs signaux de 
polyadénylation disposés en tandem au niveau de l’exon 3’ terminal. L’augmentation 
de la taille des 3’UTR due à une diminution de l’efficacité de la maturation en 3’ 
corrèle avec la différentiation ainsi que la prolifération cellulaire (Ji et al., 2009). 
Cette diminution d’efficacité de maturation en 3’ s’accompagne de l’utilisation du 
site de polyadénylation distal. De manière plus générale, on observe un 
raccourcissement global de la taille des 3’UTR dans des cellules en cours de 
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prolifération (Sandberg et al., 2008). Plus récemment, il a été mis en évidence un 
raccourcissement similaire dans des cellules cancéreuses (Mayr and Bartel, 2009; 
Singh et al., 2009). Ce raccourcissement de la taille du 3’ UTR permet à un ARNm 
d’être à la fois plus stable et traduit plus efficacement. En effet, cette régulation 
permet d’échapper à la régulation due aux micro-RNA ou aux séquences riches en 
adénines et uraciles qui inhibent la traduction et stimule la dégradation des ARNm 
(Eulalio et al., 2008; Grosset et al., 2004; Shaw and Kamen, 1986). Les ARNm 
contenant des 3’UTR plus courts produisent jusqu’à 10 fois plus de protéines que 
leurs homologues contenant des 3’UTR plus longs (Mayr and Bartel, 2009). En 
particulier, l’expression de l’isoforme courte du proto-oncogène IGF2BP1 (« Insulin-
like growth factor 2 mRNA binding protein 1 ») entraîne sa transformation en 
oncogène.  
Le mécanisme de régulation de la maturation en 3’ alternatif ne semble pas 
être médié par des mutations de séquence. En effet, ce mécanisme est global et affecte 
plusieurs gènes. La mutation d’un signal de polyadénylation ne suffit pas à expliquer 
cette globalité. De plus, aucune mutation qui aurait changé la force d’un signal de 
polyadénylation n’a été identifiée sur différents gènes subissant ce mécanisme (Mayr 
and Bartel, 2009). Il a donc été proposé que le mécanisme de cette régulation passe 
par une régulation des facteurs agissant en trans. L’analyse de la quantité d’ARNm 
des différents facteurs de maturation en 3’ dans des lignées saines comparées à des 
lignées cancéreuses montre des différences d’expression. Notamment, la quantité 
d’ARNm de CPSF 160 et de CstF 64 augmente dans les cellules cancéreuses (Mayr 
and Bartel, 2009). Cette augmentation des facteurs de maturation en 3’ pourrait 
entraîner une augmentation de l’efficacité de maturation en 3’ conduisant à un 
















I Rôle essentiel de l’interaction entre hnRNP H/F 
et un G-quadruplexe pour maintenir la 
maturation en 3’ du pré-ARNm de p53 lors de 
dommages à l’ADN 
I-1 Présentation et objectifs de l’étude 
Le facteur de transcription P53 est une protéine nucléaire constituée de cinq 
domaines fonctionnels principaux : un domaine de transactivation, situé à l’extrémité 
N-terminale, une région riche en proline, composée de cinq répétitions PXXP, un 
domaine central requis pour la fixation spécifique de P53 à l’ADN, un domaine 
d’oligomérisation permettant la formation d’un tétramère essentiel pour l’activité 
transcriptionnelle et un domaine C-terminal qui contient un signal de localisation 
nucléaire (Hulboy and Lozano, 1994; Slee et al., 2004). 
La P53 décrite comme le « gardien du génome », est un suppresseur de tumeur. 
En effet, cette protéine est présente dans toutes les cellules de l’organisme et est 
activée lorsqu’une cellule subit un stress comme l’exposition aux radiations ionisantes, 
aux UV, le traitement par des drogues chimiothérapeutiques, l’hypoxie, l’activation 
d’oncogènes, l’absence de facteurs de survie. Une fois activée, la fonction de P53 est 
de réguler la transcription de nombreux gènes impliqués dans les mécanismes d’arrêt 
du cycle cellulaire, de réparation des dommages, ou d’apoptose. Le choix de la réponse 
cellulaire se fait en fonction de l’intensité des dommages à l’ADN (Offer et al., 2002), 
de la quantité de P53 accumulée (Chen et al., 1996), et du type cellulaire (Burns and 
El-Deiry, 2003; Fei et al., 2002). 
En condition normale, la demi-vie courte (20 min) de P53 la rend difficilement 
détectable dans les cellules et les tissus normaux (Vogelstein et al., 2000). Cette demi-
vie courte est due à la dégradation de P53 sous contrôle de la protéine MDM2 (Murine 
Double Minute) qui en se fixant à P53 favorise son ubiquitination entraînant sa 
dégradation protéolytique par le protéasome (Deb, 2002; Yang et al., 2004). Lors de 




(« Ataxia-Telangiectasia Related ») (Tibbetts et al., 1999), DNA-PK (« DNA-
dependent protein kinase »), les caséines-kinases I ou II, ou ChK1/ChK2 (Chehab et 
al., 2000). La phosphorylation de P53 bloque sa liaison avec MDM2 et donc sa 
dégradation, entraînant une accumulation de P53 dans la cellule (Kruse and Gu, 2009). 
Une augmentation de la transcription de p53 permet également de participer à 
son accumulation lors de dommages à l’ADN. Notamment, l’activation du facteur de 
transcription NF-κB (« Nuclear Factor-kappa B ») (Janssens and Tschopp, 2006) induit 
la transcription de p53 et participe à son accumulation suite à des dommages à l’ADN 
(Hellin et al., 1998; Pei et al., 1999; Sun et al., 1995). La protéine RREB-1 (« Ras 
Responsive Element Binding protein-1 ») reconnaît également le promoteur de p53 et 
permet de contrôler son expression ainsi que l’apoptose médiée par P53 lors de stress 
génotoxiques (Liu et al., 2009). De même, lors de dommages à l’ADN, la protéine de 
liaison à la pol II, Che-1, phosphorylée par ATM, ATR et ChK2, s’accumule. Cette 
accumulation induit un recrutement spécifique de Che-1 sur le promoteur de p53 
entraînant une augmentation de sa transcription (Bruno et al., 2006; Bruno et al., 
2010).  
L’accumulation de P53 lors de stress génotoxiques résulte aussi d’une 
stimulation de la traduction de son ARNm. L’ARNm de p53 possède une IRES dont 
l’activité de traduction augmente dans des cellules traitées avec des agents 
génotoxiques (Yang et al., 2006). D’autres études ont montré que la protéine 
ribosomale L26 (RPL26) qui interagit avec le 5’UTR de l’ARNm de p53 contrôle la 
traduction et l’accumulation de P53 lors de dommages à l’ADN (Takagi et al., 2005). 
La traduction régulée de p53 par RPL26 requiert l’appariement de séquences du 
5’UTR avec le 3’UTR de p53 (Chen and Kastan, 2010). Le 3’UTR de p53 est 
également la cible du microRNA-125b inhibant sa traduction de p53. La quantité de ce 
microRNA diminue lors de dommages à l’ADN permettant une traduction de p53 
efficace (Le et al., 2009). Enfin, lors de dommages à l’ADN la protéine de liaison aux 
ARN HuR, interagit avec des séquences riches en uraciles du 3’UTR de l’ARNm de 
p53 et augmente sa traduction (Mazan-Mamczarz et al., 2003).  
 
Nous avons vu précédemment que lors de dommages à l’ADN, la maturation en 
3’ est inhibée de manière globale. Néanmoins, une augmentation de la quantité de 




suggère que le pré-ARNm de p53 n’est pas affecté par l’inhibition de la maturation en 
3’ lors de dommages à l’ADN. 
Ainsi, afin d’étendre la compréhension de la régulation post-transcriptionnelle 
du gène p53, nous nous sommes intéressés à la maturation en 3’ de son pré-ARNm. 
Notre premier objectif a été de déterminer l’effet des dommages à l’ADN sur 
l’efficacité de la maturation en 3’ du pré-ARNm de p53. Dans le but de caractériser le 
mécanisme qui permet au pré-ARNm de p53 de résister à l’inhibition de la maturation 
en 3’ lors de dommages à l’ADN, nous avons analysé sa séquence. Les séquences en 
aval du signal de polyadénylation du pré-ARNm de p53 sont très conservées entre 
différentes espèces et ont la particularité d’être riches en guanines. Des séquences 
riches en guanines en aval du signal de polyadénylation de plusieurs gènes ont été 
décrites pour réguler la maturation en 3’, en recrutant la famille de protéines de liaison 
aux ARN, les hnRNP H/F  (« heterogeneous nuclear RiboNucleoProteins H/F ») 
(Alkan et al., 2006; Bagga et al., 1998; Caputi and Zahler, 2001; Dalziel et al., 2007). 
De plus, l’analyse bioinformatique de cette séquence révèle qu’elle est potentiellement 
capable de se structurer en G-quadruplexe. Dans un second temps, notre objectif a 
donc été de déterminer l’implication de l’interaction entre la structure de type G-
quadruplexe et les hnRNP H/F dans la régulation de maturation en 3’ du pré-ARNm de 







I-2 Contexte de l’étude 
I-2-1 La famille des hnRNP H/F 
Les hnRNP H/F sont des hnRNP, ces dernières représentent un ensemble d’au 
moins 20 protéines qui lient les ARNm ou les pré-ARNm. Elles ont été regroupées sur 
la base de leurs associations aux transcrits primaires, leurs similitudes de séquence et 
leurs domaines structuraux caractéristiques (Dreyfuss et al., 1993; Krecic and 
Swanson, 1999). Elles contiennent des domaines de liaison à l’ARN appelé RRM 
(« RNA Recognition Motif ») ainsi que des domaines auxiliaires tels que les domaines 
riches en arginines et glycines, RGG (Cartegni et al., 1996). Les hnRNP sont des 
protéines ubiquitaires, néanmoins, leurs expressions varient en fonction des tissus et 
des types cellulaires.  
La famille des hnRNP H/F comprend 4 membres codés par différents gènes : 
H1 ou H ; H2 ou H’ ; H3 ou 2H9 et F. Ces protéines possèdent 2 (hnRNP H3) ou 3 
domaines (hnRNP H1, H2 et F) RRM leur permettant d’interagir avec les séquences 
d’ARN riche en guanines (Alkan et al., 2006; Caputi and Zahler, 2001; Dominguez 
and Allain, 2006) et 2 domaines riches en glycines.  
 
Les hnRNP H/F sont essentiellement impliquées dans l’épissage des pré-
ARNm (Coles et al., 2009; Van Dusen et al., 2010) et en particulier des pré-ARNm de 
gènes régulant l’apoptose. En effet, les hnRNP H1 et H2 contrôlent l’épissage du pré-
ARNm de a-raf régulant l’apoptose induite par la kinase MST2 (« Mammalian STE20-
like kinase 2 ») (Rauch et al., 2011; Rauch et al., 2010). Les hnRNP H1 et F contrôlent 
également l’épissage alternatif du pré-ARNm du facteur anti-apoptotique BCL2L1 
(« B-Cell Leukemia 2 Lymphoma 1 ») (Garneau et al., 2005). Les hnRNP H/F régulent 
également l’épissage de proto-oncogène comme SRC (sarcoma) (Min et al., 1995) ou 
HRAS (« Harvey Rat sarcoma Viral oncogene homolog ») (Camats et al., 2008). De 
plus, les protéines hnRNP H/F peuvent être dérégulées dans certains cancers. Une 
analyse comparative en immunohistochimie des hnRNP H/F dans les tissus sains 
versus les tissus cancéreux révèle que leur répartition nucléo-cytoplasmique est 
modifiée et qu’elles sont surexprimées dans les tissus cancéreux (Honore et al., 2004). 




deux études : une analyse protéomique d’une lignée cellulaire de cancer du sein (MCF-
7) (Malorni et al., 2006) et un profil du transcriptome par SAGE de tumeurs invasives 
du sein (Abba et al., 2005). 
Les hnRNP H/F sont aussi impliquées dans la transcription (Yoshida et al., 
1999), l’export des ARNm (Kim et al., 2005) et la traduction IRES (« Internal 
Ribosomal Entry Site ») dépendante de l’ARNm de SHMT1 (« Serine 
Hydroxymethyltransferase 1 »), notamment lors de dommages à l’ADN (Fox et al., 
2009; Fox and Stover, 2009). Lors de différents traitements génotoxiques, il a été mis 
en évidence une augmentation de l’expression des protéines hnRNP H/F (Decker et al., 
2003; Fox et al., 2009; Rauch et al., 2010). De plus, hnRNP H est également 
phosphorylée lors de ce stress (Navakauskiene et al., 2004). 
Enfin, les rôles des hnRNP H/F sur le clivage et la polyadénylation ont été mis 
en évidence au niveau de plusieurs pré-ARNm (Alkan et al., 2006; Arhin et al., 2002; 
Garneau et al., 2005; Millevoi et al., 2009). Les hnRNP H/F interagissent avec le pré-
ARNm à proximité du signal de polyadénylation et stimulent la maturation en 3’ en 
recrutant CstF (Bagga et al., 1998; Chen and Wilusz, 1998) et la PAP (Millevoi et al., 
2009). Cependant, il a également été montré que hnRNP F peut inhiber la réaction de 
clivage en diminuant le recrutement de CstF sur le DSE au niveau du site de 
polyadénylation proximal du pré-ARNm des chaînes lourdes de l’IgM. (Veraldi et al., 
2001). L’exemple le plus connu de stimulation de la maturation en 3’ par les hnRNP 
H/F concerne le pré-ARNm de SV40L (« Simian virus 40 Large ») (Alkan et al., 2006; 
Arhin et al., 2002). Le pré-ARNm de SV40L possède un DSE aux riche en guanines 
reconnu par les hnRNP H/F. Cette séquence riche en guanines est potentiellement 
capable de se structurer en G-quadruplexe. Il est possible que les hnRNP H/F 
reconnaissent spécifiquement les G-quadruplexes ou qu’elles stimulent leur 








I-2-2 Les G-quadruplexes  
Les G-quadruplexes constitués d’empilements de G-quartets correspondant à 
l’association de 4 guanines par des liaisons « hoogsteen » peuvent être formés par le 
repliement d’une seule molécule d’acide nucléique (figure 14A), par l’association de 2 





Figure 14 : Exemples de G-quadruplexe intra et intermoléculaire. 
A : G-quadruplexe intramoléculaire. B : G-quadruplexe intermoléculaire à deux brins. C : G-
quadruplexe intermoléculaire à quatre brins. Les flèches indiquent l’orientation du brin d’acide 




Les G-quadruplexes sont principalement décrits dans l’ADN au niveau des 
télomères (Parkinson et al., 2002; Wang and Patel, 1993). Ces G-quadruplexes 
régulent la taille des télomères en empêchant l’accès des nucléases et de la télomérase. 
La formation de G-quadruplexes télomériques intermoléculaires permettraient 
également l’alignement interchromosomique lors de la méiose (Oganesian and Bryan, 
2007). Les G-quadruplexes sont aussi décrits au niveau des régions de commutation 
des gènes des chaînes lourdes des immunoglobulines (Sen and Gilbert, 1990) et des 
régions répétées de l’ADNr (Hanakahi et al., 1999). Enfin, les promoteurs de 
nombreux gènes (essentiellement des oncogènes) tels que c-Myc, PDGF-A, c-Kit, bcl-
2, Rb, RET, hTERT, K-Ras, contiennent également des séquences capables de se 
structurer en G-quadruplexe et susceptibles d’inhiber la transcription. (Brooks et al., 




d’oncogènes), les G-quadruplexes ont récemment été étudiers comme cible de 
traitement anti-cancéreux. De nombreuses classes de molécules capables de structurer 
les G-quadruplexes ont ainsi été décrites parmi lesquelles des porphyrines cationiques 
(TMPyP4), des dérivés de pérylène (PIPER), des acridines trisubstituées (BRACO19), 
des bisacridines, des acridines pentacycliques (RHPS4), des produits naturels 
(télomestatine), des dérivés d’éthidium, des dibenzophenanthrolines, des dérivés 
triazine (12459), des dérivés carboxamide (307A) des fluoroquinophenoxazines 
(QQ58) des porphyrines anioniques (NMM) ou encore la Quarfloxin ® (CX-3543, 
Pharmaceuticals Cylene à San Diego, CA, USA) (Neidle, 2009; Yang and Okamoto, 
2010). Ces drogues ciblent préférentiellement des séquences d’ADN capables de se 
structurer en G-quadruplexes et ont différentes affinités pour les G-quadruplexes en 
fonction de leurs conformations et de leurs stabilités. 
 
Les G-quadruplexes ne se structurent pas uniquement sur des molécules 
d’ADN, mais peuvent également se former sur des ARN. En effet, les ARNm des 
plusieurs gènes codant la Sémaphorine 3F ou l’histone H4 possèdent des séquences 
capables de se structurer en G-quadruplexe. Ces G-quadruplexes sont la cible de la 
protéine FMRP (« Fragile X Mental Retardation Proteine ») absente dans le syndrome 
mental du chromosome X. La protéine FMRP régule la localisation et la traduction de 
ces ARNm cibles possédant un G-quadruplexe (Bechara et al., 2009; Subramanian et 
al., 2011). 
Des G-quadruplexes dans les 5’UTR de nombreux gènes sont généralement 
décrits pour inhiber la traduction dépendante de la coiffe (Beaudoin and Perreault, 
2010; Halder et al., 2009; Kumari et al., 2007). Des séquences capables de se structurer 
en G-quadruplexe ont aussi été retrouvées au niveau d’IRES des ARNm de FGF2 
(Bonnal et al., 2003) et du VEGF (Morris et al., 2010). 
Les G-quadruplexes permettent également de réguler la maturation des pré-
ARNm. En effet, le gène TERT (« telomerase reverse transcriptase ») possède dans 
son intron 6, une séquence capable de former différents G-quadruplexes. L’ajout d’une 
drogue qui stabilise ces G-quadruplexes stimule l’épissage de cette région (Gomez et 
al., 2004). Une autre étude a montré que le pré-ARNm de p53 possède dans son intron 
3, une séquence structurée en G-quadruplexe. Différentes délétions de piliers de ce G-
quadruplexe augmentent la rétention de l’exon 2 situé en amont (Marcel et al., 2010). 




16 bases (ACCTGGAGGGCTGGGG) qui augmente potentiellement la structuration 
du G-quadruplexe. Ce polymorphisme est associé à une diminution d’expression du 
transcrit p53 et une augmentation du risque de cancers du cerveau, du poumon, des 
ovaires et des cancers colorectaux (Gemignani et al., 2004; Hung et al., 2006; Wang-
Gohrke et al., 2002). En plus de l’épissage, les G-quadruplexes sont également 





I-3 Stratégie expérimentale  
I-3-1 Etude de l’effet des dommages à l’ADN sur la maturation 
en 3’ du pré-ARNm de p53 
Les modèles cellulaires choisis pour cette étude correspondent à différentes 
lignées cellulaires tumorales humaines (A549 issue d’adénocarcinome pulmonaire ; 
MCF7 issue d’une tumeur mammaires et HCT116 issue de cancer du colon) possédant le 
gène de la p53 non muté et déjà utilisé pour étudier l’effet de l’apoptose induite par 
P53 lors de dommages à l’ADN (Jung et al., 2010; Lu et al., 2001). Nous avons exposé 
ces cellules à différents agents génotoxiques afin de créer des dommages à l’ADN et 
observé par Western blot l’accumulation de P53. 
Afin d’évaluer l’efficacité de la maturation en 3’, nous avons mis au point une 
technique consistant à quantifier le pré-ARNm non clivé de différents gènes. Une 
reverse transcription suivie d’une PCR en temps réel (RT-PCRq) à l’aide 
d’oligonucléotides localisés de part et d’autre du site de clivage nous a permis 
d’évaluer la quantité de pré-ARNm d’un gène. Nous avons normalisé cette quantité par 
rapport à la quantité d’ARN total de ce gène (ARNm et pré-ARNm) grâce à des 
oligonucléotides localisés en amont du site de clivage. Cette technique nous a permis 
d’évaluer l’efficacité de la maturation en 3’ de p53 et de TBP (« TATA box binding 
protein ») utilisé comme contrôle. Ces expériences nous ont permis de mettre en 
évidence la résistance à l’inhibition de la maturation en 3’ lors de dommages à l’ADN 
du pré-ARNm de p53. 
I-3-2 Caractérisation des séquences régulant la maturation en 3’ 
du pré-ARNm de p53 
Dans le but de déterminer l’implication des différentes régions de la séquence 
de p53 responsable de la résistance à l’inhibition de la maturation en 3’, nous avons 
cloné la séquence correspondant au 3’ UTR d’une longueur de 1270 nucléotides ainsi 
que les 300 nucléotides en aval. Nous avons cloné cette séquence en aval du gène de la 




mécanismes mettant en jeu les séquences ajoutées en 3’ du gène rapporteur. Pour 
déterminer les séquences cis-régulatrices, nous avons réalisé différentes délétions des 
régions proches du signal de polyadénylation dans la séquence clonée en aval de la 
luciférase. Ces différentes constructions ont été transfectées de manière transitoire dans 
des cellules A549. Un plasmide contrôle contenant la luciférase firefly est également 
co-transfecté pour normaliser l’efficacité de transfection. La technique de 
quantification de l’efficacité de maturation en 3’ n’étant plus possible pour ces 
constructions (délétion des régions d’hybridation avec les oligonucléotides de PCR 
quantitative) nous avons utilisé deux manières différentes pour évaluer l’efficacité de 
maturation en 3’ : 
-En quantifiant les activités luciférase, obtenues après la transfection de 
chacune des constructions. Cependant, cette technique ne permet pas de discriminer 
des régulations par les séquences localisées en amont du site de clivage sur d’autres 
étapes de l’expression des gènes comme la stabilité de l’ARNm ou la traduction.  
-En utilisant un technique de protection aux ribonucléases permettant de 
visualiser les quantités de pré-ARNm non clivé et d’ARNm clivé. 
Ces expériences nous ont permis d’identifier une région de 46 nucléotides 
localisée en aval du signal de polyadénylation jouant un rôle dans la maturation en 3’ 
du pré-ARNm de p53. Par ailleurs, cette région est capable, in silico, de se structurer 
en G-quadruplexe. 
I-3-3 Etude de la structuration en G-quadruplexe des séquences 
localisées en aval du site de clivage du pré-ARNm de p53 
Afin de déterminer si la séquence localisée en aval du signal de polyadénylation 
de p53 et qui régule sa maturation en 3’ est capable de se structurer en G-quadruplexe, 
nous avons utilisé un technique de « pause de reverse transcription dépendante de 
cations ». Cette technique consiste à reverse transcrire un ARN en présence de 
différents cations (Na+ ou K+) à l’aide d’une reverse transcriptase insensible aux 
cations. Sachant que les G-quadruplexes sont plus stables en présence de K+ que de 
Na+, un arrêt de reverse transcription, uniquement en présence de K+ est révélateur 
d’une structuration en G-quadruplexe. Pour visualiser cet arrêt, nous utilisons comme 
amorce de reverse transcription un oligonucléotide radiomarqué. Après la réaction de 




migration sur gel dénaturant. Cette expérience nous a permis de montrer que les 
séquences d’ARN situées en aval du signal de polyadénylation de p53 sont capables de 
se structurer in vitro en G-quadruplexe.  
I-3-4 Rôle du G-quadruplexe de p53 sur la résistance à 
l’inhibition de la maturation en 3’ du pré-ARNm lors de 
dommages à l’ADN 
Pour déterminer le rôle du G-quadruplexe localisé en aval du site de clivage sur 
le pré-ARNm de p53, nous avons muté sa séquence. Nous nous sommes assurés que la 
mutation déstructurait bien le G-quadruplexe par la technique de pause de reverse 
transcription dépendante de cations. Nous avons ensuite cloné la séquence mutée dans 
les plasmides décrits précédemment. Nous avons comparé les efficacités de maturation 
en 3’ des plasmides contenant la région 3’ de p53 sauvage ou mutée, mesurées par RT-
PCRq dans des cellules exposées ou non aux UV. Cela nous a permis de déterminer 
que le G-quadruplexe de p53 est essentiel pour résister à l’inhibition de la maturation 
en 3’ lors de dommages à l’ADN. 
I-3-5 Etude de l’association des protéines hnRNP H/F avec le G-
quadruplexe de p53 
Pour étudier l’interaction entre les protéines hnRNP H/F et le G-quadruplexe en 
aval du site de clivage de p53, nous avons utilisé différentes techniques. Une 
chromatographie d’affinité à l’aide de petits ARN biotinylés contenant les séquences 
du G-quadruplexe de p53 sauvage et mutée, suivie d’un Western Blot nous a permis de 
montrer que la mutation qui destructure le G-quadruplexe diminue l’interaction avec 
hnRNP H/F. Des couplages covalents aux UV suivis d’immunoprécipitation nous ont 
permis de démontrer que l’interaction entre les hnRNP H/F et le G-quadruplexe est 
directe. Enfin nous avons immunoprécipité les protéines hnRNP H/F à partir d’extraits 
issus de cellules traitées au formaldéhyde (entraînant des couplages covalents entre 
ARN et protéines) et exposées ou non aux UV. Ces expériences nous ont montré que la 
structure en G-quadruplexe des séquences en aval du signal de polyadénylation de p53 
semble essentielle pour interagir avec les hnRNP H/F et que cette interaction est 




I-3-6 Rôle des protéines hnRNP H/F dans l’accumulation et la 
fonction de p53 lors de dommages à l’ADN 
Pour déterminer l’implication des hnRNP H/F sur l’accumulation et la fonction 
de P53 lors de dommages à l’ADN, nous avons réalisé des expériences d’extinction 
d’expression par des ARN interférant(ARNi) dirigés contre l’ARNm de hnRNP H1, 
H2 ou F dans des cellules exposées ou non aux UV. L’expression de P53 a ensuite été 
observée par Western Blot et l’efficacité de maturation en 3’ du pré-ARNm de p53 
analysée par RT-PCRq. Pour évaluer l’implication des hnRNP H/F dans l’apoptose 
induite par P53, nous avons diminué l’expression des hnRNP H/F par siARN sur une 
lignée cellulaire de cancer colorectal HCT116 possédant ou non le gène p53. 
L’apoptose a été évaluée par mesure du clivage de la PARP (Poly ADP Ribose 
Polymérase) par Western Blot ou par l’estimation du pourcentage de cellules en sub-






I-4 Article I 
« Essential role for the interaction between hnRNP H/F and a 
G-quadruplex in maintaining p53 pre-mRNA 3’-end processing and 
function during DNA damage » 
 



















Essential role for the interaction between hnRNP H/F and a G-quadruplex in 
maintaining p53 pre-mRNA 3’ end processing and function during DNA 
damage. Adrien Decorsière, Anne Cayrel, Stéphan Vagner and Stefania Millevoi 
 
Supplemental Figure Legends 
 
Supplemental Figure 1 (related to Fig. 1): p53 activation following DNA damage. 
(A) Western blot showing p53 accumulation in A549, HCT116 and MCF7 cells left 
untreated (ctrl), UV irradiated (UV) or treated with doxorubicin (doxo). CFI 68 was 
used as loading control. 
 
Supplemental Figure 2 (related to Fig. 1): The uncleaved p53 and TBP 
transcripts do not correspond to alternatively polyadenylated mRNAs. Reverse 
transcription analysis primed with oligo(dT) or random  oligonucleotides followed by 
PCR with primers to amplify the uncleaved (UN) and total (tot) p53 or TBP cDNA 
products, as depicted.  
 
Supplemental Figure 3 (related to Fig. 1): Analysis of the cleaved to total RNA 
ratio confirms that p53 3’ end processing is maintained during DNA damage. 
Reverse transcription of nuclear RNA from A549 cells left untreated (ctrl), UV 
irradiated (UV) or treated with doxorubicin (doxo), followed by real-time PCR with 
primers specific to either p53 or TBP located upstream of the cleavage site to amplify 
the cleaved and the total RNA using as template cDNA from oligo (dT) and random 
primed reverse transcription, respectively, as depicted.   
 
Supplemental Figure 4 (related to Fig. 3): Structure-function relationship of 
additional G-rich mutants in p53 3’ end processing during DNA damage. (A) 
DNA sequence of the G-rich element containing the G4 G-stretches (in bold) wild-
type (WT) or mutated (small underlined caps) to prevent the G4 formation (G4M and 








reverse transcription at the +142 position in the p53 RNA WT or mutated G4 
(G4M,G4S and G4D) showing the presence of strong pauses with K+ for the WT and 
G4S but not for the G4M and G4D RNAs. (C) Transfection of the WT, G4M, G4S or 
G4D RLuc/p53 reporter plasmids in A549 cells, followed by measurement of the 
Rluc/Fluc activity (i) or RT-qPCR analysis of 3’ end processing efficiency (ii) (D) 
Rluc/Fluc activity (i) and RT-qPCR analysis of 3’ end processing efficiency (ii) as 
described in (C) using protein or RNA extracted from A549 cells exposed (UV+) or 
not (UV-) to UV irradiation.  
 
Supplemental Figure 5 (related to Fig. 4): The G-rich element at the SV40 
polyadenylation signal element folds in a G-quadruplex structure. (A) DNA 
sequence of the SV40 G-rich element (GRS) containing the G4 forming G-stretches 
(in bold) wild-type (WT) or mutated (small underlined caps) to prevent the G4 
formation (G4M), (B) Cation-dependent termination of reverse transcription at SV40 
RNA WT or mutated G4 (G4M). Strong pauses of reverse transcriptase are indicated 
by an arrowhead with its position relative to the cleavage site. Full-length extension 
products are indicated by an open triangle. 
 
Supplemental Figure 6 (related to Fig. 5): hnRNP H/F depletion counteracts p53 
accumulation after doxorubicin treatment. Western blot analysis of p53 and CFI 
68 (loading control) in A549, HCT116 and MCF-7 cells treated with siRNA control 
or siRNAs against hnRNP H and/or hnRNP F, followed by doxorubicin (Doxo+) 
treatment. 
 
Supplemental Figure 7  (related to Fig. 5): Analysis of the p53 to TBP mRNA 
ratio  confirms   p53 3’ end processing inhibition by hnRNP H/F depletion. 
Oligo (dT) primed reverse transcription of nuclear RNA from A549 cells treated with 
siRNA control (si ctrl) or siRNAs against hnRNP H and/or hnRNP F and UV 
irradiated, followed by real-time PCR with primers specific to either p53 or TBP 









Supplemental Figure 8 (related to Fig. 5): hnRNP H/F depletion does not affect 
p53 transcription. (A) ChIP analysis of RNA polymerase II occupancy of the p53 or 
p21 promoter using nuclear extracts from A549 cells treated with siRNA control (si 
ctrl) or siRNAs against hnRNP H and hnRNP F (si H/F) , followed by UV irradiation. 
Values are expressed as signal to noise ratio. (B) Reverse transcription of nuclear 
RNA from A549 cells treated with siRNA control (si ctrl) or siRNAs against hnRNP 
H and hnRNP F (si H/F) and UV irradiated, followed by real-time PCR analysis of the 
p53 pre-mRNA to TBP total RNA ratio using primers as depicted.  
 
Supplemental Figure 9  (related to Fig. 5): The regulation of p53 expression by 
hnRNP H/F does not depend on the p53 mutational status. Random primed 
reverse transcription of nuclear RNA from HaCaT cells (harbouring two mutant p53 
alleles) treated with siRNA control (si ctrl) or siRNAs against hnRNP H and hnRNP F 
(si H/F) and UV irradiated, followed by real-time PCR with primers specific to either 
p53 or TBP located on either side of the cleavage site (CA) (to amplify the uncleaved 
RNA) or upstream of the cleavage site (to amplify both the uncleaved and cleaved 
RNA), as depicted in Fig. 1. (B) Western blot analysis of p53, hnRNP H/F and CFI 68 
(loading control) in HaCaT cells treated with siRNA control (si ctrl) and siRNAs 
against hnRNP H and hnRNP F (si H/F), followed by UV irradiation. 
 
Supplemental Figure 10  (related to Fig. 5): hnRNP H increases CstF 64 binding 
at the p53 polyadenylation signal. UV crosslinking of the uniformly in vitro 
transcribed 32P-labeled p53 RNAs using HeLa nuclear extracts in the absence or in the 
presence of recombinant purified hnRNP H, followed by IP with the CstF 64 antibody 













Supplemental Materials and Methods 
 
RNA structural-probing  
In vitro transcribed RNA (4 pmol) was annealed with 105 cpm of ATP-labeled primer 
(5′-AGGGAGAGAACCTTGTGCCA-3′), followed by reverse transcription with 5 U 
of AMV reverse transcriptase (Promega) as in (Brunel and Romby 2000). Where 




The p53 3’end region was generated by PCR on genomic DNA of MCF7 cell using 
the primers F-WTp53 (5’-ttactagtccacctgaagtccaaaaagg-3’) with R-WTp53 (5’-
ttagatctagggagagaaggttgtgcca-3’), followed by enzymatic digestion with SpeI and 
BglII. The amplified fragments were cloned in pRL-CMV vector using XbaI and 
BamHI sites to generate the Rluc/p53 plasmid containing the p53 3’ end region in 
place of SV40 polyadenylation signal. The mutants G4M were generated by a splicing 
PCR from the Rluc/p53 using the primers F-WTp53 with R-G4M (5‘-
tgtgtcccggaacccgggcact-3’) and F-G4M (5‘-
cccgggttccgggacacaaacaaaggctggagactggg-3’) with R-WTp53.  
 
Luciferase Activities 
24 h after transfection cells rinsed twice with 1X PBS were harvested and lysed in 1X 
Passive Lysis Buffer (Promega). Reporter measurement assays were done with the 
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) according to manufacturer’s 
instructions. 
 
Western Blot Analysis 
Protein analyses by Western blot on whole cell lysates were performed with mAbs 
against hnRNP A1 (4B10; Abcam), hnRNP H/F (1G11; Abcam), p53 (DO-7,  
DakoCytomation), P21 (SX118, BD Pharmingen), CstF 64 (3A1; kindly provided by 
C. McDonald), a polyclonal antibody against PARP (Cell Signaling), a polyclonal 








This experiment was performed as described previously (Lewis et al. 2007). ~30 
millions cells were washed in PBS, resuspended in 400 μl of buffer A (10 mM 
HEPES-KOH, pH 7.5, 10 mM KCl, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) containing RNAse 
inhibitors, were incubated on ice for 15 min. Nonidet P-40 was added to a final 
concentration of 0.3% and cells were incubated for an additional 10 min on ice. 
Nuclei were pelleted by centrifugation at 1500 × g for 5 min, and the cytoplasmic 
fraction was collected to a new tube and clarified by centrifugation at 13,000 × g for 
15 min. Nuclear or cytoplasmic RNAs were isolated with the TRIzol RNA reagent 
(Invitrogen) according to the manufacturer's protocol. 
 
In vitro RNA-protein interactions 
Nuclear extract (10 μg) were combined with in vitro transcribed 32P-labeled RNAs 
(150,000 cpm), UV irradiated and immunoprecipitated with the hnRNP H/F antibody 
(1G11; Abcam) as in (Millevoi et al. 2006). Where indicated, TMPyP4 (0.5µM) or 
recombinant hnRNP H (purified as described in Millevoi et al. 2009) was added to the 
nuclear extract. RNA affinity chromatography was performed by combining in vitro 
transcribed Biotin-11-UTP-labelled RNA with 100 μg of nuclear extract from Hela 
cells and 20 μl of streptavidin acrylamide beads (Pierce Chemical, Rockford, IL) in a 
buffer containing 100 mM KCl, 20 mM Hepes pH 7, 0.2 mM EDTA, 3 mM DTT, 
0.05% Nonidet P-40, for 1 h at 4°C. The beads were collected by centrifugation, 
washed four times with 1 ml of the binding buffer, resuspended in 10 μl of loading 
buffer, and boiled for 5 min. After centrifugation, the supernatant was loaded on to an 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) gel and analyzed by Western Blot. 
 
RNA Immunoprecipitation (RIP) 
Cells (~107) were harvested and ribonucleoprotein complexes were cross-linked by 
adding formaldehyde to the cell culture medium to a final concentration of 1% and 
incubating the mixture for 10 minutes at room temperature. The cross-linking reaction 
was stopped by adding 125 mM glycine for 5 min at room temperature. Cells were 
washed twice with ice-cold PBS and resuspended in 1 ml of RIPA buffer (50 mM Tris 







150mM NaCl). Cellular extracts were precleared with 100 µg of E.coli tRNA for 1 h. 
For immunoprecipitation, 40µl protein G sepharose beads were preincubated 1 h at 
4°C with protease inhibitor cocktail (Roche) and 5 μl of hnRNP H/F mAb (α1G11, 
Abcam) in 1ml of RIPA buffer. 200 µl of precleared extract was incubated with 
washed protein G sepharose beads, for 4 h at 4°C. After washing, cross-linked 
immunoprecipitates were reverse cross-linked by heating at 70°C 45 min in REV 
buffer (25mM Tris pH 7, 2.5 mM EDTA, 5mM DTT, 0.5% SDS). The 
immunoprecipitated RNA was isolated with the TRIzol RNA reagent (Invitrogen) 
according to the manufacturer's protocol and real-time RT-PCR quantification. Data 
were then analyzed as 2exp(Ct input –Ct IP). 
 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 
ChIP assays were performed as in (Tyteca et al. 2006) with the following 
modifications. In all, 150 μg of chromatin was immunoprecipitated using 2 μg of 
rabbit polyclonal antibody against RNA polymerase II (N-20; Santa Cruz sc-899) or 
without antibody (mock). After washing, the beads-chromatin complexes were 
resuspended in TE buffer (10 mM Tris, 0.5 mM EDTA pH 8.0) and formaldehyde 
crosslinking was reversed in the presence of 0.5% SDS, overnight at 70°C. 
Immunoprecipitated and input DNA was phenol/chlorophorm extracted, precipitated 
and analyzed in duplicate by real-time PCR analysis using primers indicated below. 
 
Real-time PCR oligonucleotides: 
qPCR 
oligonucleotides PCR product forward (5'→3') reverse (5'→3') 
p53 total AGGCGATCCACCTGTCTCA CAGATGTGCTTGCAGAATGT 
p53 uncleaved AGGCGATCCACCTGTCTCA TAGCCTGCACTGGCGTTC 
TBP total GGAAGGGGCATTATTTGTG GCCCAGATAGCAGCACGGTA 
3' end 
processing 
TBP uncleaved CAAGTTGGTTTGAGGGAGAAA CAGTATGATCACATGACTCTTACAAGG
promoter p53 GGCGGATTACTTGCCCTTAC TGGACGGTGGCTCTAGACTT ChIP RNA 
polII promoter p21 TATATCAGGGCCGCGCTG GGCTCCACAAGGAACTGACTTC 
transcript 
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I-5 Discussions et perspectives  
Dans cette étude, nous avons mis en évidence que le gène codant le suppresseur 
de tumeur p53 n’est pas affecté par l’inhibition globale de la maturation en 3’ lors de 
dommages à l’ADN. Le mécanisme de maintien de la maturation en 3’ implique le 
recrutement des protéines hnRNP H et F sur une structure de type G-quadruplexe 
située en aval du signal de polyadenylation de p53. Cette interaction est nécessaire à 
l’accumulation de P53 et permet l’apoptose induite par p53. Ces résultats ainsi que des 
travaux antérieurs (Burns and Richter, 2008) montrent que la maturation en 3’ de p53 
peut réguler son expression protéique et son activité biologique. 
I-5-1 Implication des hnRNP H/F dans l’apoptose 
Notre étude a montré que lors de dommages à l’ADN, la déplétion des hnRNP 
H/F entraîne une diminution de l’apoptose induite par P53. A l’inverse, dans des 
cellules n’ayant pas de P53, la déplétion de hnRNP H/F a un effet pro-apoptotique.  
Ces données s’intègrent à un ensemble d’études contradictoires concernant le 
rôle des hnRNP H/F dans l’induction de l’apoptose (Garneau et al., 2005; Rauch et al., 
2011; Rauch et al., 2010). En effet, la déplétion de hnRNP H1 et H2 stimule l’apoptose 
induite par la kinase MST2 en absence de dommage à l’ADN (Rauch et al., 2010). La 
surexpression de hnRNP H1, dans des cellules n’exprimant pas P53, diminue 
l’apoptose lors de dommages à l’ADN (Rauch et al., 2011; Rauch et al., 2010). Dans 
ces études, où l’induction de l’apoptose par P53 n’est pas prise en compte, les hnRNP 
H/F ont un effet anti-apoptotique que nous retrouvons dans des cellules n’exprimant 
pas P53. 
Il à également été montré que la déplétion de hnRNP H1 et F stimule la 
production de la forme anti-apoptotique BclXs de la protéines BCL2L1 et diminue la 
forme pro-apoptotique BclXl (Garneau et al., 2005). Dans cette étude, l’effet de la 
déplétion de hnRNP H1 et F sur l’apoptose n’est pas quantifié. En conclusion, il 
semble donc que les hnRNP H/F stimule l’épissage et la maturation en 3’ de gènes pro 
ou anti-apoptotique. Il en résulte, en absence d’apoptose induite par P53, que les 
hnRNP H/F auraient un effet anti-apoptotique. Néanmoins, nous avons montré que la 





I-5-2 Implication des hnRNP H/F dans la résistance à 
l’inhibition de la maturation en 3’ lors de dommages à l’ADN 
Nous avons montré que l’interaction entre les hnRNP H/F et la séquence 
capable de se structurer en G-quadruplexe en aval du pré-ARNm de p53 est 
indispensable pour la résistance à l’inhibition de la maturation en 3’ lors de dommages 
à l’ADN. 
Afin d’approfondir le rôle des hnRNP H/F sur la stimulation de la maturation 
en 3’ de p53 ainsi que sur l’apoptose induite par P53, un ensemble d’expériences 
pourrait être réalisé afin de déterminer si le recrutement des hnRNP H/F en aval du 
signal de polyadénylation est suffisant pour résister à l’inhibition de la maturation en 
3’ lors de dommages à l’ADN. Nous pourrions utiliser une stratégie de « recrutement 
hétérologue » comme précédemment réalisé dans l’équipe (Millevoi et al., 2006). Sur 
le gène rapporteur contenant les séquences de polyadénylation de p53, le G-
quadruplexe pourra être remplacé par une séquence r-17 qui interagit avec une haute 
affinité et spécificité avec la protéine phagique R-17. Ce rapporteur sera alors 
transfecté dans des cellules surexprimant les protéines de fusion R17-hnRNP H/F, et 
traitées ou non aux UV. Cette expérience pourra également être réalisée sur des gènes 
dont la maturation en 3’ est inhibée lors de dommages à l’ADN tel que TBP. Ces 
expériences nous permettront de définir si le recrutement de hnRNP H/F est suffisant 
pour maintenir la maturation en 3’ lors de dommages à l’ADN. De plus, ces 
expériences nous permettrons de localiser les domaines des hnRNP H/F impliqués 
dans la stimulation de la maturation en 3’ pour ensuite identifier plus précisément les 
partenaires protéiques éventuels tels que CstF et PAP (Bagga et al., 1998; Chen and 
Wilusz, 1998; Millevoi et al., 2009). Nous pourrons également étudier l’effet de 
mutations dans les sites de phosphorilation de hnRNP H1 et H2 (Navakauskiene et al., 
2004) et d’acétylation de hnRNP F (Choudhary et al., 2009). 
I-5-3 Les G-quadruplexes : cible thérapeutique 
Notre étude a montré qu’une drogue, le TMPyP4 (porphyrin 5,10,15,20-




(Arora and Maiti, 2009; Ofer et al., 2009), augmente la structuration du pré-ARNm de 
p53 en G-quadruplexe. Le traitement de lignées cellulaires avec cette  drogue accroît le 
recrutement des hnRNP H/F sur la région en aval du signal de polyadénylation du pré-
ARNm de p53. De plus, l’ajout de cette drogue sur des cellules entraîne une plus forte 
expression de la protéine P53 en partie due à une augmentation de l’efficacité de 
maturation en 3’ du pré-ARNm. 
La localisation et les conséquences de la structuration de ces G-quadruplexes en 
font une cible moléculaire pour de nombreuses drogues anticancéreuses (Neidle, 2009; 
Yang and Okamoto, 2010). En effet, la structuration de ces G-quadruplexes peut 
empêcher l’élongation de la taille des télomères en inhibant l’activité de la télomérase 
(Zahler et al., 1991). La structuration de ces G-quadruplexes au niveau des promoteurs 
de nombreux oncogènes (Brooks et al., 2010; Eddy and Maizels, 2006) diminue la 
transcription des gènes qu’ils contrôlent (Ou et al., 2007; Sun et al., 2008). 
La majorité de ces drogues cible des séquences d’ADN, avec différentes 
affinités pour les G-quadruplexes en fonction de leurs conformations et de leurs 
stabilités. Par exemple, la Telomestatin, un puissant inhibiteur de la télomérase, 
stabilise la structuration des G-quadruplexe de « type panier » retrouvés au niveau des 
télomères (Kim et al., 2002; Shin-ya et al., 2001). Certaines de ces drogues ont une 
cytotoxicité relativement faible et pourraient être utilisées dans des traitement 
anticancéreux. Notamment, la molécule Quarfloxacin ® (CX-3543, Pharmaceuticals 
Cylene à San Diego, CA, USA) est actuellement en essai clinique de phase II (Drygin 
et al., 2009). Ces drogues anticancéreuses peuvent cibler préférentiellement des 
séquences d’ARN. Il a été montré que la drogue antitumorale MPP (Macrocyclic 
Pyridyl Polyoxazoles) interagit de manière préférentielle avec le G-quadruplexe 
contenue sur l’ARNm de Aurora plutôt qu’avec les G-quadruplexes des séquences 
d’ADN télomériques (Rzuczek et al., 2010). 
 
Connaissant le rôle suppresseur de tumeur de P53, notre étude a donc permis de 
définir une nouvelle cible pour les drogues anticancéreuses visant les G-quadruplexes 





I-5-4 Généralisation du mécanisme de résistance à l’inhibition 
de la maturation en 3’ lors de dommages à l’ADN  
Lors de dommages à l’ADN, l’activation de P53 permet la transcription et 
l’accumulation de gènes de réponse aux stress tel que p21. Cela suppose que ces gènes 
résistent à l’inhibition de la maturation en 3’. En effet, il a été montré que la maturation 
en 3’ des pré-ARNm de p21, n’est pas affectée par les dommages à l’ADN, 
contrairement aux autres gènes tel que HPRT utilisé comme contrôle (Gomes et al., 
2006). L’accumulation du facteur de transcription P53 permet la transcription de gènes 
indépendamment de la phosphorylation de la serine 2 de la CTD de la pol II ce qui 
permettrait de résister a l’inhibition de la maturation en 3’ (Gomes et al., 2006).  
Cependant, certains gènes de réponse aux dommages à l’ADN ne sont pas 
activés par une transcription dépendante de P53. Afin d’identifier d’autres pré-ARNm 
polyadénylés par le mécanisme que nous avons mis en évidence pour p53, il serait 
nécessaire de mieux appréhender l’implication des G-quadruplexes dans le maintien de 
l’efficacité de la maturation en 3’ lors de dommage à l’ADN. 
Le G-quadruplexe du pré-ARNm de p53 pourrait être placé à différentes 
positions en aval mais aussi en amont du site de clivage sur le pré-ARNm de TBP ou 
de p53 délété de son G-quadruplexe. Nous pourrions également réaliser ces 
expériences avec différentes séquences capables de se structurer en G-quadruplexe 
telles que les séquences en aval du signal de polyadénylation de SV40L ou encore une 
séquence synthétique. L’analyse de l’efficacité de la maturation en 3’ lors de 
dommages à l’ADN de ces différentes constructions nous permettra de mieux 
comprendre l’implication de la structure en G-quadruplexe dans le mécanisme de 
résistance à l’inhibition de la maturation en 3’. En effet, nous déterminerons si la 
position et si la séquence des G-quadruplexes sont importantes au maintien de la 
maturation en 3’, mais également si une structure en G-quadruplexe est suffisante pour 
permettre ce mécanisme. 
L’ensemble de ces expériences nous permettra de mieux sélectionner d’autres 
gènes capables de résister à l’inhibition de la maturation en 3’ lors de dommages à 
l’ADN par le même mécanisme que le pré-ARNm p53. Nous pourrions alors 
sélectionner différents gènes impliqués dans la réponse aux dommages à l’ADN 




fois les gènes sélectionnés, nous pourrons analyser leur efficacité de maturation en 3’ 




II Une duplication de 20 nucléotides retrouvée 
dans des familles atteintes du syndrome de 
Lynch diminue l’efficacité de maturation en 3’ 
du pré-ARNm de MSH6 
II-1 Présentation et objectifs de l’étude 
La protéine du système de réparation des mésappariements (MMR) MSH6 
(« MutS Homolog 6 ») est une protéine nucléaire constituée de cinq domaines 
fonctionnels principaux : deux motif PIP (« Proliferating cell nuclear antigen 
Interaction Motif ») situé à l’extrémité N-terminale et C-terminale permettant 
d’interagir avec la polymérase δ, un domaine PWWP et un domaine central 
comprenant 3 NLS et un domaine d’interaction avec l’ADN (Clark et al., 2007; 
Gassman et al., 2011) 
La protéine MSH6 est indispensable au maintien de la stabilité génétique. En 
effet, elle permet d’initier le système de réparation des mésappariements qui corrige les 
bases non appariées et les petites insertions/délétions après la réplication de l’ADN. 
Bien qu’extrêmement fidèles, les polymérases introduisent toutefois de rares erreurs au 
sein des séquences qu’elles ont synthétisées. Ces erreurs sont reconnues par 
l’hétérodimère MSH2 MSH6 (Hsieh, 2001) déclenchant le recrutement des MLH1 
(« MutL Homolog 1 ») et PSM2 (« Postmeiotic Segregation increased 2 ») pour former 
le complexe de réparation des mésappariements appelé réparosome (Jiricny, 1998). Le 
mécanisme permettant l’identification du brin neosynthétisé n’est pas clairement établi. 
Il existe probablement un couplage avec la réplication permettant l’identification du 
brin neosynthétisé au travers d’une forme de « mémoire » de la réplication (Jiricny, 
1998). Le réparosome recrute l’exonucléase I qui, assistée par des hélicases, dégrade le 
brin  neosynthétisé (Szankasi and Smith, 1995; Tran et al., 2001b). La polymérase δ 
peut alors repolymériser le brin d’ADN complémentaire supprimant ainsi le 






L’inactivation du MMR due à des mutations dans l’un des quatre gènes du 
MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PSM2) provoque le syndrome de Lynch. Le 
syndrome de Lynch également appelé cancer colorectal héréditaire sans polypose est 
un syndrome héréditaire responsable d’un risque accru de cancers colorectaux, de 
l’endomètre, des ovaires, de l'estomac, de l'intestin grêle, du foie et de l'appareil 
urinaire supérieur. L’inactivation des gènes du MMR provoque des instabilités 
géniques notamment aux niveaux des séquences microsatellites. Ces séquences 
présentes sur l'ensemble du génome sont formées par la répétition de dix à cent fois, 
d’un motif composé de deux à dix nucléotides. 
Des mutations du gène msh6 sont à l’origine de 10 à 20% des syndromes de 
Lynch et 0,4% de l’ensemble des cancers colorectaux (Baglietto et al., 2010; Barnetson 
et al., 2006). Ces mutations sont principalement décrites dans la phase codante mais 
également au niveau des régions correspondant au 3’UTR du gène de MSH6 (InSiGHT 
database). L’effet de ces mutations au niveau du 3’UTR n’a pour l’instant pas été 
défini. 
Le 3’UTR de l’ARNm du gène MSH6 est constitué de 85 bases, les mutations 
dans ces régions pourraient affecter la stabilité de l’ARNm, l’efficacité de traduction 
mais également la maturation en 3’. 
Le service d’Oncogénétique de l’Institut Claudius Regaud a identifié une 
nouvelle mutation dans le 3’UTR de MSH6 chez des patients atteints du syndrome de 
Lynch. Cette mutation correspond à une duplication des 20 nucléotides précédant le 
signal de polyadénylation. Nous avons donc souhaité déterminer si cette mutation 
modifie l’expression de la protéine MSH6 par l’intermédiaire d’une régulation de la 




 II-2 Stratégie expérimentale  
II-2-1 Identification de mutations dans la séquence 
correspondant au 3’ UTR de MSH6 
Afin d’identifier de nouvelles mutations dans les séquences correspondantes au 
3’ UTR du gène MSH6, le service d’Oncogénétique de l’Institut Claudius Regaud 
dirigé par le Dr Toulas et le Pr Favre a réalisé, par génotypage, le séquençage du 
derniers exon de MSH6 incluant la région correspondant au 3’UTR. Ce séquençage a 
été fait grâce à une banque d’ADN issue de 189 patients ayant le syndrome de Lynch, 
exempts de mutation dans la phase codante ou dans les régions introniques à proximité 
des exons pour les gènes MSH2, MLH1 et MSH6. Ceci a permis de mettre en évidence 
une duplication de 20 nucléotides précédant le signal de polyadénylation chez deux 
patients issus de familles distinctes. 
II-2-2 Etude de l’implication de la duplication dans le 3’UTR 
sur l’expression de MSH6 
Dans le but de déterminer l’implication de cette duplication sur l’expression 
protéique, nous avons cloné la séquence correspondant au 3’ UTR de MSH6 d’une 
longueur de 85 nucléotides ainsi que les 300 nucléotides en aval. Nous avons cloné 
cette séquence en aval du gène de luciférase firefly. Nous avons également cloné la 
même séquence avec les 20 nucléotides précédant le signal de polyadénylation, répétée 
deux fois et quatre fois. Ces différentes constructions ont été transfectées de manière 
transitoire dans différentes lignées cellulaires tumorales. Un plasmide contrôle 
contenant la luciférase renilla, est également co-transfecté pour normaliser l’efficacité 
de transfection. La quantification des différentes activités luciférase nous a permis de 
montrer que les répétitions des 20 nucléotides précédant le signal de polyadénylation 





II-2-3 Etude du mécanisme impliqué dans la régulation de 
l’expression de MSH6 
Afin de déterminer l’étape dérégulée par les duplications dans la région 
correspondant au 3’ UTR de MSH6, nous avons commencé par évaluer l’efficacité de 
maturation en 3’ des différentes constructions, par RT-PCRq, en quantifiant le pré-
ARNm non clivé normalisé par l’ARN total (ARNm et pré-ARNm) respective de 
chaque rapporteur. Ces expériences nous ont permis de mettre en évidence que ces 
répétitions des 20 nucléotides précédant le signal de polyadénylation entraînent une 
diminution de l’efficacité de maturation en 3’. Nous avons ensuite évalué l’efficacité 
de traduction des ARNm issus des différentes constructions en normalisant les activités 
luciférases par la quantité d’ARNm respective de chaque rapporteur. Cette expérience 








II-3 Article II :  
 « Decreased efficiency of MSH6 mRNA polyadenylation linked 
to a 20-nucleotides duplication found in French Lynch syndrome 
families » 
 
Adrien Decorsière, Françoise Fouque, Anne-Françoise Tilkin-Mariamé, Janick 
Selves, Rosine Guimbaud, Edith Chipoulet, Caroline Delmas, Gilles Favre, 
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II-4 Discussions perspectives 
Cette étude nous a permis d’identifier une nouvelle mutation localisée dans la 
séquence correspondant au 3’UTR du gène MSH6. Cette mutation a été identifiée chez 
des patients atteints du syndrome de Lynch. Nous avons montré que cette mutation 
affecte l’expression de gènes rapporteurs dans différentes lignées cellulaires. De plus, 
aucune autre mutation dans les gènes du MMR n’a été détectée chez ces patients. Ces 
résultats suggèrent que cette mutation pourrait être à l’origine du syndrome de Lynch.  
Nous avons également révélé que la diminution de l’expression de gènes 
rapporteurs ayant cette mutation est due à une diminution de l’efficacité de maturation 
en 3’ des pré-ARNm issus de ces constructions. Nous avons donc montré pour la 
première fois qu’une dérégulation de la maturation en 3’ du pré-ARNm de MSH6 est 
associée au syndrome de Lynch.  
Nous ne pouvons pas exclure avec cette étude qu’il y ait un effet additionnel de 
la duplication sur le recrutement de microRNA. En effet, la duplication dans le 3’UTR 
de l’ARNm de MSH6 pourrait créer un site d’appariement des microRNA ou dupliquer 
un site déjà existant. Cela aurait également pour effet une diminution de l’expression 
de la protéine MSH6. Pour vérifier que la duplication n’augmente pas le recrutement 
de microRNA, nous pourrions immunoprécipiter la protéine Ago 2 (Argonaute 2), le 
composant effecteur du complexe miRISC (« RNA Induced Silencing Complex ») 
(Glorian et al., 2011). En comparant les quantités d’ARNm des différents rapporteur 
immunoprécipitées à partir de cellules transfectées avec nos constructions contenant 
les 20 nucléotides précèdent le signal de polyadénylation, répétée deux fois et quatre 
fois, nous pourrions déterminer si la duplication augmente le recrutement de 
microRNA. 
De plus, le mécanisme de l’inhibition de la maturation en 3’ de MSH6 n’est pas 
établi et ne semble pas, au vu de la séquence, modifier un élément de séquence de 
maturation en 3’. Néanmoins, il est probable que cette duplication affecte le 
recrutement de facteurs régulateurs de la maturation en 3’. La duplication pourrait 
entraîner une diminution du recrutement des facteurs de maturation en 3’ canoniques 
ou de facteurs de stimulation de la maturation en 3’, mais également augmenter le 
recrutement de facteurs inhibant la maturation en 3’. Afin de vérifier ces hypothèses, 
nous pourrions envisager de réaliser des chromatographies d’affinité à l’aide d’ARN 




sans la duplication. Les protéines ainsi retenues pourraient alors être analysées par 
spectrométrie de masse et la comparaison entre les ARN contenant ou non la 
duplication renseignerait sur les facteurs impliqués dans la différence d’efficacité de 
maturation en 3’. Le décryptage de ce mécanisme pourrait permettre de mettre au point 
un système permettant de contrecarrer l’inhibition de la maturation en 3’ et donc le 
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La maturation en 3’ des pré-ARNm : 
Importance dans le contrôle de l’expression des 
gènes et implications dans les pathologies 
Mes travaux de thèse ont permis de mettre en évidence que la maturation en 3’ 
de p53 peut réguler son expression protéique et son activité biologique. Le gène codant 
le suppresseur de tumeur p53 n’est pas affecté par l’inhibition globale de la maturation 
en 3’ lors de dommages à l’ADN. Le mécanisme de maintien de la maturation en 3’ 
implique le recrutement des protéines hnRNP H et F sur une séquence de type G-
quadruplexe située en aval du signal de polyadenylation de p53. Des mutations de cette 
séquence, empêchant la structuration en G-quadruplexe sur le pré-ARNm de p53, 
entraînent une perte d’interaction avec les protéines hnRNP H et F, diminuant 
l’efficacité de maturation en 3’ du pré-ARNm de p53 et donc l’accumulation de la 
protéine lors de dommages à l’ADN. 
Nous avons également identifié une nouvelle mutation dans la séquence 
correspondant au 3’UTR du gène MSH6 impliqué dans le système de réparation des 
mésappariements. Cette mutation, retrouvée chez des patients atteints du syndrome de 
Lynch, diminue l’efficacité de maturation en 3’ du pré-ARNm de MSH6 ce qui affecte 
l’expression de la protéine et pourrait de ce fait être à l’origine de cette pathologie. 
 
Ces travaux ont donc contribué à montrer que les séquences de part et d’autre 
du site de polyadénylation sont essentielles pour la maturation en 3’. Leurs mutations 
peuvent conduire à une diminution de la maturation en 3’ et donc de l’expression 
protéique. Plusieurs études ont montré un lien entre des polymorphismes dans ces 
séquences à proximité du site de maturation en 3’ de nombreux gènes et certaines 
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Tableau 4: Exemples de pathologies associées au polymorphisme dans les 
séquences entourant le site de polyadénylation susceptibles d’inhiber la 
maturation en 3’. 
 
Gènes  Pathologie associée Références 
GIMAP5 (« GTPase, IMAP 
family member 5 »)  Diabètes de type I (Shin et al., 2007)  
FABP3 (« fatty acid-
binding protein 3 ») 
Résistances à l’insuline et des 
diabètes de type II (Shin et al., 2003)  
SLC7A1(« solute carrier 
family 7  member A 1 ») Hypertension 
(Yang and Kaye, 
2009)  
HBA2 (« hemoglobin, 
alpha 2 ») α-thalassémie 
(Harteveld et al., 
1994; Higgs et al., 
1983) 
HBB (« hemoglobin beta ») β-thalassémie 
(Jankovic et al., 
1990; Millevoi et al., 
2009)   
DUX4 (« double  
homeobox 4 ») Myopathie facio-scapulo-humérale 
(Lemmers et al., 
2010)  
Cardiopathies ischémiques (Chen et al., 2003) LOX1 (« lectin-like 
oxidized low-density 
lipoprotein receptor 1 ») Maladie Alzheimer 
(Lambert et al., 
2003) 
SNCA (« synuclein, 
alpha ») Maladie Alzheimer 
(Sotiriou et al., 
2009)  
IL-1α (« Interleukin-1 
alpha ») 
Réduction du risque d’insuffisance 
rénale chronique terminale (Bensen et al., 2003)
ARMS2 (« age-related 
maculopathy susceptibility 
2 ») 
Dégénérescences maculaires liées à 
l'âge   
(Fritsche et al., 
2008)  
SERT (« Serotonin 
transporter » ) Troubles paniques 
(Gyawali et al., 
2010)  
IGF1 (« insulin-like growth 
factor 1 ») Altération de la croissance 
(Coutinho et al., 
2007)  
SCN1B (« sodium channel, 
voltage-gated, type I,     
beta  ») 
Epilepsie généralisée avec 
convulsions fébriles 
(Fendri-Kriaa et al., 
2011)  
LDLR (« low-density 
lipoprotein receptor ») 
Modification de la réponse suite à la 
contamination par le virus de 
l’hépatite C 
(Hennig et al., 
2002)  
CD19 (« cluster of 
differentiation 19 ») 
Maladies auto-immunes comme la 
polyarthrite rhumatoïde, le lupus 
érythémateux disséminé et à la 
maladie de Crohn 
(Kuroki et al., 
2002)  
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IL-12 (« interleukin-12 ») Maladie de Crohn (Seegers et al., 2002)  
FGγ-H2 (« Fibrinogen 
gamma haplotype 2 ») Thrombophilie 
 (Uitte de Willige et 
al., 2005) 
F2 (« coagulation factor 
II ») Thrombophilie 
(Danckwardt et al., 
2004)  






 (Bennett et al., 
2001) 
Maladie de Fabry  (Yasuda et al., 2003)  NAT1 (« N-acetyltransferase 1 ») Cancer colorectal  (Bell et al., 1995)  
PTGS2/COX2 
(« prostaglandin synthase 
2/cyclooxygenase 2 ») 
Cancer colorectal (Cox et al., 2004)  
TLR4 (« Toll-like    
receptor 4 ») Cancer de la prostate (Zheng et al., 2004) 
TYMS (« thymidylate 




Gènes  Pathologie associée Références 
GIMAP5 (« GTPase, 
IMAP family member 
5 »)  
Diabètes de type I (Shin et al., 2007)  
FABP3 (« fatty acid-
binding protein 3 ») 
Résistances à l’insuline et des diabètes de 
type II (Shin et al., 2003)  
SLC7A1(« solute 
carrier family 7  
member A 1 ») 
Hypertension (Yang and Kaye, 2009)  
HBA2 (« hemoglobin, 
alpha 2 ») α-thalassémie 
(Harteveld et al., 
1994; Higgs et al., 
1983) 
HBB (« hemoglobin 
beta ») β-thalassémie 
(Jankovic et al., 1990; 
Millevoi et al., 2009)  
DUX4 (« double  
homeobox 4 ») Myopathie facio-scapulo-humérale  
(Lemmers et al., 
2010)  




Maladie Alzheimer (Lambert et al., 2003)
SNCA (« synuclein, 
alpha ») Maladie Alzheimer (Sotiriou et al., 2009) 
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IL-1α (« Interleukin-1 
alpha ») 
Réduction du risque d’insuffisance rénale 
chronique terminale (Bensen et al., 2003) 
ARMS2 (« age-related 
maculopathy 
susceptibility 2 ») 
Dégénérescences maculaires liées à l'âge   (Fritsche et al., 2008) 
SERT (« Serotonin 
transporter » ) Troubles paniques 
(Gyawali et al., 
2010)  
IGF1 (« insulin-like 
growth factor 1 ») Altération de la croissance 
(Coutinho et al., 
2007)  
SCN1B (« sodium 
channel, voltage-gated, 
type I,     beta  ») 
Epilepsie généralisée avec convulsions 
fébriles 
(Fendri-Kriaa et al., 
2011)  
LDLR (« low-density 
lipoprotein receptor ») 
Modification de la réponse suite à la 
contamination par le virus de l’hépatite C (Hennig et al., 2002) 
CD19 (« cluster of 
differentiation 19 ») 
Maladies auto-immunes comme la 
polyarthrite rhumatoïde, le lupus 
érythémateux disséminé et à la maladie de 
Crohn 
(Kuroki et al., 2002)  
IL-12 (« interleukin-
12 ») Maladie de Crohn (Seegers et al., 2002) 
FGγ-H2 (« Fibrinogen 
gamma haplotype 2 ») Thrombophilie 
 (Uitte de Willige et 
al., 2005) 
F2 (« coagulation factor 
II ») Thrombophilie 
(Danckwardt et al., 
2004)  
FOXP3(« forkhead box 
P3 ») 
Syndrome IPEX (immunodysregulation 
polyendocrinopathy enteropathy X-linked 
syndrome) 
 (Bennett et al., 2001)
Maladie de Fabry  (Yasuda et al., 2003) NAT1 (« N-
acetyltransferase 1 ») Cancer colorectal  (Bell et al., 1995)  




2/cyclooxygenase 2 ») 
Cancer colorectal (Cox et al., 2004)  
TLR4 (« Toll-like    
receptor 4 ») Cancer de la prostate (Zheng et al., 2004)  
TYMS (« thymidylate 
synthase ») Carcinomes (Zhang et al., 2004)   
 
Ces différentes études ainsi que nos travaux prouvent l’importance des 
séquences à proximité du site de clivage dans le diagnostic de nombreuses pathologies 
héréditaires. 
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En effet, nous avons mis en évidence que la duplication de 20 nucléotides 
précédant le signal de polyadénylation de MSH6 est associée au syndrome de Lynch 
chez deux patients issus de familles distinctes. 
Nous avons également montré que les séquences localisées en aval du signal de 
polyadénylation du pré-ARNm p53 peuvent être essentielles pour la maturation en 3’ 
de p53 ainsi que pour son accumulation et ses fonctions de suppresseur de tumeur lors 
de dommages à l’ADN. Nous n’avons pas recherché des mutations dans cette 
séquence, néanmoins, en regardant dans la base de données « dbSNP », on peut 
constater qu’il existe plusieurs polymorphismes identifiés dans ces régions. Le gène 
codant la p53 est le plus fréquemment muté dans les cancers (Soussi et al., 2006). De 
plus, des mutations de ce gène sont responsables du syndrome de Li-Fraumeni 
prédisposant au cancer des tissus mous, des seins, des os, de la peau, du côlon, du 
pancréas, des surrénales, du cerveau et du sang (Palmero et al., 2010). Néanmoins, 
certains patients atteints du syndrome de Li-Fraumeni n’ont pas de mutation dans la 
séquence codante de p53. Il pourrait être intéressant de rechercher chez ces patients des 
polymorphismes au niveau des séquences localisées en aval du signal de 
polyadénylation et d’analyser l’effet de ces polymorphismes sur la maturation en 3’ 
ainsi que sur l’expression de P53 lors de dommages à l’ADN. De même que le gène F2 
dans lequel des mutations de son DSE sont à l’origine d’une thrombose (Danckwardt 
et al., 2004; Danckwardt et al., 2006a), des mutations ou des polymorphismes dans le 
DSE aux de p53 pourraient être à l’origine de cancers ou du syndrome de Li-Fraumeni. 
 
En conclusion, mes travaux de thèse ainsi que les différentes études citées dans 
le tableau 4 ont permis de mettre en évidence que les séquences encadrant le site de 
polyadénylation sont essentielles à l’expression de nombreux gènes mis en cause dans 
différentes pathologies. Ces séquences pourraient faire l’objet d’analyse afin 
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Materials and methods 
RNA substrates 
The HBB, C2 and F2 pA signals were amplified by PCR using a forward primer 
containing the r17 sequence upstream of the specific pA signal sequence (primer 
sequences are available in Supplemenary data). These PCR products were used for a 
second round of PCR using a forward primer containing the T7 promoter upstream of 
the r17 sequence. Capped, uniformly 32P-labelled RNAs used for cleavage, 
polyadenylation and UV cross-linking assays, were obtained by in vitro transcription 
of these PCR products. The L3 pA signal was obtained by in vitro transcription of the 
R17-L3 linearised plasmid previously described1. 
 
Cleavage and polyadenylation reactions  
In vitro cleavage reactions were performed by incubating 32-P labelled RNA substrates 
with NE for 90 min at 30°C in the presence of purified recombinant GST-R17 or 
GST-R17-PTB fusion proteins as previously described 2. The in vitro polyadenylation 
assays using NE were performed for 15 min at 30°C as for the cleavage reaction 
except that it was done without cordycepin and in the presence of 0.7 mM ATP and 
Mn2+. hnRNP H/F depleted NE were performed by three consecutive rounds of 
incubation of NE with 1 μg of streptavidine/agarose-bound SVL GRS for 1 h at 4°C. 
Alternatively, depletion of hnRNP H/F was performed by addition of 1 μg of SVL 
GRS (or a control RNA) in the cleavage assay. Reconstituted polyadenylation 
reactions were performed for 15 min at 37°C as described (Millevoi 2006). Analysis 
and quantification of cleavage/polyadenylation reactions after RNA extraction and 
resolution on a denaturing 6% polyacrylamide gel was done by PhosphorImager 
(Molecular Dynamics) analysis. Cleavage activity was calculated by dividing the 
amount of upstream cleavage product by the sum of cleavage plus precursor products. 
Polyadenylation efficiency was calculated by dividing the precleaved product by the 
polyadenylated product.  
 
UV crosslinking/IP 
Purified GST-tagged R17, R17-PTB or PTB proteins were incubated with  32-P 




cleavage conditions for 30 min at room temperature. The reaction mixtures were then 
irradiated on ice with UV light (254 nm) in a Stratalinker (Stratagene) at 0.4 J/cm2 at 
10 cm distance. Then, 50 units of RNAse ONE (Promega) was added and the reaction 
mixtures incubated for 30 min at 37°C. SDS gel loading buffer was added and the 
samples boiled for 2 min before fractionation on a 10% SDS-PAGE. For IP analysis, 
protein G sepharose was incubated with antibodies prior to addition of UV cross-
linked complexes in NETN buffer (20 mM Tris at pH 8.0, 100 mM NaCl, 0.5 % NP-
40, 0.5 mM EDTA). After 1 h at 4°C, bound proteins were washed 6 times with 
NETN buffer and eluted by adding SDS loading buffer to the beads. Antibodies: 
hnRNP H/F (mAb 1G11, Abcam), PTB (mAb Bb7, Abcam), U2AF65 (mAb MC3;a 
gift of M. Carmo-Fonseca), CFIm (polyclonal; a gift of W. Keller), CstF 64 (mAb 
3A1; a gift of C. McDonald) 
 
PCR template for in vitro transcription 
DNA templates for in vitro transcription were obtained by two rounds of PCR. The 
forward primers containing the r17 sequence upstream of the indicates gene specific 
sequence and reverse primers used in the first PCR were the following: 
 
pA signal forward reverse 
HBB   AATTTCTATTAAAGGTTCCTT GTTTGAACTAGCTCTTCATTTCTTTATG 
C2 TTTCACATGGAATTTCCCAG GCTCTTGGAGTCATTCTGGC 
F2 CTAAAACTATGGTTCCCAAT TCCCACCTCAGCCTCCCGAG 
 
In the second round of PCR the three PCR product were amplified using a forward 
primer containing the T7 promoter sequence upstream of the r17 sequence and reverse 
primers as in the first round PCR.  
Bioinformatical sequence motif search 
In order to select genes with the PYR2 consensus motif [C/T]TTTC[C/T]TGCT in 
their 3' ends, we developed 3 custom bioinformatics programs that extract genomic 
sequences, search these sequences for regular expressions and then partition the 




human genome sequence (hg18) in conjunction with the transcript coordinates 
provided by the refFlat.txt SQL dump and the polyA prediction track file 
polyApredict.txt. Coordinates of transcripts and polyA sites were used to extract 
genomic sequences encompassing all 3' UTR exons and downstream genomic 
sequence. A set of regular expressions were generated to match the sequence motifs 
of interest and to search the above described 3' end sequence database. Finally, a 
program was developed to partition all sequences with matching motifs based on the 
order and proximity of the motifs in order to select the final set of genes that 
contained the desired motif topology. 
 
Recombinant proteins 
GST fusion proteins were cloned in the pGEX 2T E. coli expression vector. His-
tagged hnRNP H and hnRNP F encoding plasmids were kindly provided by Douglas 
Black. All fusion proteins were expressed in E. coli at 20°C overnight and purified to 
homogeneity by glutathione agarose chromatography. The His-tagged bovine PAP 
(residues 1-694), hnRNP H and hnRNP F were purified to homogeneity by Ni2+-NTA 
chromatography as described 3. Recombinant purified PABP was kindly provided by 
Maria Carmo-Fonseca. 
 
GST pull-down assays 
GST pull-down assays were performed by incubating 1μg of purified GST-R17 or 
GST-R17-PTB bound to 20 μl of glutathione agarose beads with 200 μg of HeLa 
nuclear extracts (Fig. 3A) in NETN buffer (20 mM Tris at pH 8.0, 100 mM NaCl, 0.5 
% NP-40, 0.5 mM EDTA) for 60 min at 4°C. Beads were then washed 5 times, 
treated with 10 μg/ml RNAse A at room temperature for 30 min and washed again. 
Protein elution was performed by adding SDS loading buffer to the beads. Eluted 
proteins were resolved by 10 % SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and 
analyzed by western-blot. GST pull-down assays in Fig. 3B and Fig. 6H were 
performed as described above except that it was done with 1 μg of His-tagged hnRNP 
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Supplementary Table I. Human transcripts containing the [C/T]TTTC[C/T]TGCT 
sequence (in bold) upstream of the poly(A) signal (underlined). The nucleotide 












Supplementary Figure 1. Function of hnRNP F in HBB 3’ end cleavage. In vitro 
cleavage assay using the 32P labelled r17/ΗΒΒ substrate in the presence of mock-
depleted NE (white boxes) (lanes 2 and 5) or NE depleted of hnRNP H/F (black 
boxes) (lanes 3 and 4), supplemented (lanes 4 and 5) or not ( lanes 2 and 3) with 
recombinant hnRNP H (1 pmol). The low cleavage efficiency is due to the depletion 














Supplementary Figure 2. HnRNP H sequestration and add back. (a) In vitro 
cleavage assay using the 32P labelled r17/ΗΒΒ substrate in the absence (lane 1) or in 
the presence of a SVL GRS (lane 2) or a RNA control (lane 3). (b)  In vitro cleavage 
assay using the 32P labelled r17/ΗΒΒ substrate in the absence (lane 1) or in the 
presence of the SVL GRS (lanes 2 and 3) and with recombinant hnRNP H (1 pmol, 



























 Lignées cellulaires 
 
 Les lignées cellulaires issues d’adénocarcinome pulmonaire humain (A549), de 
cancers du colon (HCT116) et de carcinome ovarien (OVCAR et SKOV) sont cultivées 
dans du milieu RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Lonza) supplémenté avec 
10% de sérum de veau foetal (SVF) (Lonza). Les lignées cellulaires cancéreuses 
mammaires (MCF7), ou issues de métastase du col de l’utérus (Hela) sont cultivées dans du 
milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s), supplémenté avec 5 ou 10% de SVF.  
 Les lignées sont maintenues sous une atmosphère contenant 5% de CO2 et 95 % 
d’humidité, à une température de 37°C. Les différents types cellulaires ci‐dessus sont 
cultivés avec deux passages par semaine. Les cellules HaCat n’ont jamais été utilisées à 
plus de 20 passages cellulaires pour les différentes expériences. Pour obtenir à chaque 
passage, environ 4 millions de cellules dans une flasque T75 (75 cm2), ensemencer 
500000 cellules le lundi pour le vendredi. 
 
 Congélation et décongélation de lignées humaines 
 
Congélation : 
A partir d’une flask ou une boîte de pétri : 
-Trypsiner les cellules. 
-Reprendre avec du milieu de culture contenant du sérum, compter (Coulter ou 
Mallassez). 
-Centrifuger 5’ à 1000 rpm. 
-Récupérer le culot cellulaire dans du milieu de culture contenant du sérum. 
-Centrifuger 5’ à 1000 rpm. 
-Reprendre le culot dans x ml de milieu de culture avec sérum et 10% DMSO (pour avoir 
~1,5 million de cellules par ml). 
-Répartir par 1 ml dans des ampoules de congélation, marquer les ampoules (passage, 
date, manipulateur, cellules). 
-Laisser les ampoules 1h à 4°C puis une nuit à -80°C. 




-Dans une boîte de pétri de diamètre 60 mettre 3 ml de milieu de culture. 
-Amener la boîte à 37°C. 
-Plonger rapidement l’ampoule de l’azote liquide vers 37°C. 
-Mettre le contenu de l’ampoule dans la boîte de culture. 
-Laisser adhérer (entre 4 à 12h) et changer le milieu car le DMSO est toxique. 
 
Irradiation aux UV 
 Pour l’irradiation, le milieu est remplacé par du PBS (tampon phosphate), les 
cellules sont exposées aux UVC (50 J/m²) en utilisant le système de lampes UV 
stratalinker (254nm ; Stratagene). Après irradiation, le PBS est remplacé par le milieu 
adéquat et les cellules sont incubées à 37°C pendant 16h. 
 
Transfections transitoire de siARN 
 Pour transfecter les siARN, nous utilisons le protocole de reverses transfection en 
utilisant l’agent transfectant Lipofectamine TM RNAimax (Invitogen), qui ne nécessite 
pas de faire adhérer au préalable les cellules. Les siARN sont conservés dans de petits 
aliquots de 25 μl à ‐20°C à la concentration de 20 μM. Le protocole est adapté en 
fonction du nombre de cellules transfectées et de la concentration finale voulue de 
siARN. 
 Pour des plaques 6 puits [si]=2.5nM 
 Pour un puit 
-A additionner dans cette ordre 
500µl Opti MEM 
0.25µl de siARN a 20µM 
3.5µl Lipofectamine TM RNAimax  
-Incuber 15 min à température ambiante. 
-Déposer 500µl de ce  mélange par puit puis ajouter 1.5 ml de milieu de culture contenant 






Transfection transitoire de plasmide et mesure de l’activité luciférase 
 Les constructions plasmidiques sont transfectées transitoirement dans de boites 12 
puits, ensemencées la veille à la densité de 75 000 cellules par puits dans 650µl de 
milieu, en utilisant comme agent transfectant le jetPeI (Polyplus‐transfection). 
‐Préparer un premier mélange de NaCl/jetPeI:  
 37.5 μl de NaCl/puits avec 1.5μl de jetPeI/puit 
 
‐Préparer un deuxième mélange de NaCl/solution plasmidique 
 37.5 μl de NaCl/puits avec 0.6 ug (plasmide d’intérêt) et 0.15 µg (plasmide  
 contrôle)/puit. 
 
-Ajouter au deuxième mélange de NaCl/solution plasmidique le premier mélange de 
NaCl/jetPeI (Toujours le jet dans l’ADN). 
-Incuber 15 min à température ambiante. 
-Distribuer 75 µl de ce mix par  puit. 
 
 Les cellules sont lysées 24h après avec 100µl par puit de Passive Lysis Buffer 1X 
(Promega) pendant 30 min à température ambiante sous agitation. Les activités luciférase 
renilla et firefly de 10µl de lysat sont mesurées simultanément avec un luminomètre 






Immunoprécipitation d’ARN avec couplage covalent aux UV in vito 
  Couplage covalent aux UV : 
Pour cette expérience, 5 points sont réalisées pour chaque échantillon pour le couplage 
covalent au UV puis sont mises en commun pour la partie immunoprécipitation. 
Assembler l’ARN et les protéines dans un volume de 10 µl réaction dans des plaques de 
microtitration. 
Tampon D  (20mM Hepes pH 7,9 ; 20% glycerol ; 100mM KCl ; 0,2mM EDTA ; 3 mM 
DTT ; 0,2mM PMSF). 
EN 10 µg/µl (Extrait Nucléaire  resuspendu dans du Tampon D). 
ARN 80.000 cpm 
-Ordre d’addition: Tampon D    XµL Vf=10µl 
         RNA             1µL 
         EN            .  XµL Vf=10µl 
         H2O             4µL(-1μl tmpyp4 au 1/750 [0.1µM] ou - au 1/150 [0.5µM]) 
 
-Incuber 30 min à température ambiante 
-Exposer aux UVC (4000 J/m²) en utilisant le système de lampe UV stratalinker. 
-Ajouter 1µl de RNAse ONE (Rnase One Ribonuclease, 5 000u, 10u/µL, Promega). 
-Incuber 45 min à 37°C. 
 
 Préparation des billes : NETN 
-Prélever le nombre de billes nécessaire pour l’ensemble de l’expérience (IP et 
préhybridation) en utilisant 20µl de billes A/G+ (TEBU) par condition. 
-Centrifuger une minute à 5000 rpm et retirer le surnageant. 
-Faire un premier lavage avec de l’eau, centrifuger et retirer le surnageant puis faire 2 autre 
lavage dans un tampon NETN de lavage (20mM Tris/Cl pH8 ; 150mM NaCl ; 0,5% NP40) et 
retirer le surnagent. 
-Ajouter 200µl de tampon NETN +10µg d’anticorps pour 20µl de billes. 
-Incuber pendant 1h sur une roue à 4°C. 




 Immunoprecipitation :  
-Ajouter les échantillons aux billes et incuber 3h sur une roue à 4°C. 
-Faire cinq lavages avec du tampon NETN et retirer tout le surnagent. 
-Ajouter 4µl de bleu protéine (5X) et faire chauffer une minute à 90°C. 
-déposer sur un gel proteique acrylamide 12%. 
 
Immunoprécipitation d’ARN avec couplage covalent au formaldéhyde in vivo 
 Couplage covalent in vivo 
‐Faire 2 lavages avec 10ml de PBS froid pour chaque boîte de cellules à confluence de 
diamètre 140.  
‐Gratter les cellules dans le PBS et les transférer dans un tube 50ml. 
‐Centrifuger à 2000 rpm pendant 5 minutes à 4°C et reprendre le culot cellulaire avec 10 
ml de PBS froid par condition. 
‐Ajouter le formaldéhyde (Sigma F1635‐500 ml 37 %) 0,5 %V/V (soit 137 μl de 
formaldéhyde à 37 % dans 10 ml de PBS), incuber 10 min à température ambiante en 
agitant doucement. 
‐Arrêter la réaction en ajoutant de la glycine (pH 7; 1,25 M) pour obtenir une 
concentration finale de 0,25 M et incuber 5 minutes à température ambiante. 
‐Centrifuger à 2000 rpm pendant 5 minutes à 4° C. 
‐Faire 4 lavages au PBS froid. Faire un dernier lavage, en ajoutant 500 μl de PBS et 
transférer alors le culot cellulaire repris dans le PBS dans tube de 1.5ml. 
‐Centrifuger à 2000 rpm pendant 5 minutes à 4 °C, aspirer le PBS et garder les culots 
cellulaires (après cette étape, il est possible de conserver les culots celullaires à ‐80°C, 




 Préparation des billes : 
-Prélever le nombre de billes nécessaire pour l’ensemble de l’expérience (IP et 
préhybridation) en utilisant 20µl de billes A/G+ (TEBU) par condition. 
-Centrifuger une minute à 5000 rpm et retirer le surnageant. 
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-Faire un premier lavage avec de l’eau, centrifuger et retirer le surnageant puis faire 2 
autre lavage dans un tampon RIPA (50mM Tris‐HCl pH 7.4; 1% NP40; 0.5% 
NaDeoxycolate; 0.05% SDS; 1mM EDTA; 150mM NaCl)  
-Bloquer les billes avec du tRNA (5µg/µl) et de la BSA (1µg/µl) dans du tampon de 
lavage pendant 5h sur une roue à 4°C. 
-Après 3 lavages, ajouter un volume de tampon de lavage équivalent au volume de billes. 
 
 Lyse des cellules 
-Reprendre le culot cellulaire dans 1ml de tampon RIPA et ajouter extemporanément des 
Inhibiteurs de protéase (1X).  
-Incuber 30 minutes en chambre froide puis centrifuger à 10000 g pendant 10 min à 4 °C. 
-Récupérer le surnageant et ajouter 5μl RNAsin (40 U/ml) par échantillon (à cette étape il 
est possible de congeler rapidement dans l’azote liquide les échantillons puis de les 
stocker à -80°C). 
 
 Préhybridation  
-Incuber les extraits cellulaire pendant 30 minutes sur roue à 4°C avec 20µl de billes 
bloquées. 
-Centrifuger ensuite les tubes à 10000rpm 5minutes puis récupérer le surnageants et doser 
les extraits protéiques. 
-Calculer le volume nécessaire pour 1mg d’extrait par condition. 
-Prélever 1/10 du volume pour l’input. 
 
 Incubation des anticorps sur les billes  
-20µg de billes par condition sont préincubées avec 10µg d’anticorps dans du tampon 
RIPA 16 heures sur roue à 4°C. 
-Faire deux lavages avec du tampon RIPA. 
 
 Immunoprecipitation :  
-Ajouter 1mg d’échantillons aux billes contenant les anticorps. 
-Compléter avec du RIPA pour obtenir un volume final de 500µl. 
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-Incuber 16 heures sur roue à 4°C. 
‐Faire 7 lavages avec le tampon RIPA et un dernier lavage à l’eau puis resuspendre dans 
100µl d’eau. 
 
 Reverser le couplage covalent  
-Ajouter 100µl de tampon 2X RB (50mM Tris-Cl pH7 ; 5mM EDTA ; 10mM DTT ; 1% 
SDS). 
-Incuber 45 minutes à 70°C. 
 
 Récupérer l’ARN immunoprécipité  
-Extraction au trizol LS. 
-Traitement à la turboDNAse. 
-Extraction au trizol LS. 
-Quantifier l’ARN par RT-PCRq. 
 
Immunoprécipitation d’ADN avec couplage covalent aux UV in vitro 
Couplage covalent in vivo 
‐Faire 2 lavages avec 10ml de PBS froid pour chaque boîte de cellules à confluence 
diamètre 140.  
‐Gratter les cellules dans le PBS et les transférer dans un tube 50ml. 
‐Centrifuger à 2000 rpm pendant 5 minutes à 4°C et reprendre le culot cellulaire avec 10 
ml de PBS froid par condition. 
‐Ajouter le formaldéhyde (Sigma F1635‐500 ml 37 %) 0,5 %V/V (soit 137 μl de 
formaldéhyde à 37 % dans 10 ml de PBS), incuber 10 min à température ambiante en 
agitant doucement. 
‐Arrêter la réaction en ajoutant de la glycine (pH 7; 1,25 M) pour obtenir une 
concentration finale de 0,25 M et incuber 5 minutes à température ambiante. 
‐Centrifuger à 2000 rpm pendant 5 minutes à 4° C. 
‐Faire 4 lavages au PBS froid. Faire un dernier lavage, en ajoutant 500 μl de PBS et 
transférer alors le culot cellulaire repris dans le PBS dans tube de 1.5ml. 
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‐Centrifuger à 2000 rpm pendant 5 minutes à 4 °C, aspirer le PBS et garder les culots 
cellulaires (après cette étape, il est possible de conserver les culots celullaires à ‐80°C, 
après congélation rapide dans l’azote liquide ou de faire immédiatement la lyse 
cellulaire). 
 
 Préparation des billes : 
-Prélever le nombre de billes nécessaire pour l’ensemble de l’expérience (IP et 
préhybridation) en utilisant 50µl de billes A/G+ (TEBU) par condition. 
-Centrifuger une minute à 5000 rpm et retirer le surnageant. 
-Faire un premier lavage avec de l’eau, centrifuger et retirer le surnageant puis faire 2 
autre lavage dans un tampon RIPA (50mM Tris‐HCl pH 7.4; 1% NP40; 0.5% 
NaDeoxycolate; 0.05% SDS; 1mM EDTA; 150mM NaCl).  
-Bloquer les billes avec du 30 µl de l’ADN de sperme de Saumon à 10 mg/ml et 35,5 µl 
BSA à 20 mg/ml. 
-Après 3 lavages, ajouter un volume de tampon de lavage équivalent au volume de billes. 
 
 
 Lyse des cellules  
-Resuspendre les culots cellulaire (200µL pour 1 million de cellules) 5mM  Pipes pH8 ; 
85mM KCl ; 0.5% NP-40 et inhibiteurs de protéase). 
-Incuber 10 minutes dan la glace. 
-Homogénéiser 20 fois a l’aide d’un dounce (piston B loose). 
-Centrifuger à 4000 rpm pendant 5 minutes à 4 °C. 
-Resuspendre les culots nucléaires dans 100 µL (pour 1 million de cellules) dans du 
tampons de lyses. 
-Incuber 10 minutes dan la glace. 
-Sonifier les cellules (Branson sonifier) 10  fois 10 sec. 
-Doser l’ADN avec un nanodrop et diluer 10 fois. 
 
 Préhybridation  
-Incuber 200µg d’ADN pendant 1 heure sur roue à 4°C avec 40 µl de billes bloquées. 
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-Centrifuger ensuite les tubes à 10000rpm 5minutes.  
 
 Immunoprecipitation :  
-Incuber 200µg d’ADN préhybrider avec 3µg d’anticorps 16 heures sur roue à 4°C. 
-Ajouter 40µl de billes bloquées 2 heures sur roue à 4°C. 
-Faire 5 lavages au tampon Wash (100mM Tris  pH8,8 ; 500mM LiCl ; 1%NP-40 ; 1% 
NaDoc ).  
-Compléter avec du RIPA pour obtenir un volume final de 500µl. 
-Incuber 16 heures sur roue à 4°C. 
‐Faire 7 lavages avec le tampon RIPA et un dernier lavage à l’eau puis resuspendre dans 
100µl d’eau. 
-Resuspendre dans du 200µl de tampon TE (10 mM Tris-Cl, pH 7.5. 1 mM EDTA). 
 
 Reverser le couplage covalent  
-Ajouter 0.3 µL de RNAse (30mg/mL) incuber 20min à 37°C. 
-Ajouter 4µL de SDS10% incuber 16 heures à 70°C. 
-Ajouter 4µL de proteinase K (10mg/mL) incuber 2 heures à 45°C. 
-Purifier l’ADN par extraction au phénol chloroforme. 







Extraction d’ARN au trizol (Invitrogen) 
-Ajouter 1 ml de trizol pour 10 cm2 de surface de culture et homogénéiser. 
-Laisser 5 min à température ambiante (stockage au -80°C possible). 
-Ajouter du chloroforme (200 μl par ml de trizol). 
-Agitation très forte à la main pendant 15 secondes. 
-Laisser 2 à 3 minutes à température ambiante. 
-Centrifugation à 4°C pendant 15 min à 12 000 g maximum. 
-Récupérer délicatement la phase acqueuse (~600µl). 
-Rajouter un volume 600µl d’isopropanol. 
-Précipiter 10 minutes à température ambiante.  
-Centrifugation à 4°C pendant 15 min à 12 000 g. 
-Enlever le surnageant. 
-Ajouter 1 ml d’EtOH 75%. 
-Centrifugation à 4°C pendant 5 min à 12000 rpm. 
-Sécher le culot d’ARN.  
 
Traitement à la Turbo DNAse (Ambion) 
-Resuspendre le culot dans 41µl d’eau.  
-Ajouter un 9µl d’un mixe contenant : 0.5µl de DTT 0.1M ; 5µl de tampon Turbo DNAse 
10X buffer ; 1µl d’RNAsin (40U/ml Invitrogen). 
-Incuber 20 minutes à 37°C. 
 
Extraction d’ARN au trizol LS (Invitrogen) 
-Ajouter 3 volumes de trizol LS pour 1 volume de liquide (150µl pour 50µl d’ARN) 
-Laisser 5 min à température ambiante (stockage au -80°C possible) 
-Ajouter du chloroforme (40 μl pour 150 μl de trizol LS). 
-Agitation très forte à la main pendant 15 secondes. 
-Laisser 3 à 5 minutes à température ambiante. 
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-Centrifugation à 4°C pendant 15 min à 12 000 g maximum. 
-Récupérer délicatement la phase acqueuse, non colorée (~100µl). 
-Rajouter un volume 100µl d’isopropanol. 
-Précipiter 10 minutes à température ambiante. 
-Centrifugation à 4°C pendant 30 min à 12 000 g. 
-Enlever le surnageant. 
-Ajouter 1 ml d’EtOH 75%. 
Centrifugation à 4°C pendant 5 min à 12000 rpm. 
-Sécher le culot d’ARN.  




RT PCR sur ARN 
 
Reverse transcription des ARN totaux 
Kit SuperScript III reverse transcriptase  
 H20 qsp 13 μl 
 ARN x μl (5μg) 
 250 ng de random primer 
 1 μl de 10 mM dNTP 
Chauffer à 65°C pendant 5 minutes 
Ajouter 4 μl de 5X first Strand Buffer 
 1 μl de de 0,1M DTT 
 1 μl de RNaseOUT ou RNAsin (40U/μl) 
 1 μl de SuperScript III reverse transcriptase (200U/μl) 
Incuber à 25°c pendant 5 minutes 
 50°C pendant 1 heure 
 70C pendant 15 minutes 





PCR en temps réel sur ARNm 
Kit LightCycler® FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I  
Pour une PCR de 10 μl à réaliser dans des capillaires (LightCycler 32 capillaires, Roche) 
 2,6 μl H20 
 2 μl de 5X MasterMix 
 0,2 μl de qPCR Primer Forward (à 10 μM) 
 0,2 μl de qPCR Primer Reverse (à 10 μM) 
 5 μl d’ADNc dilué (dilution de la reverse transcription au 1/5) 
 
Thermocyclage : 
Activation de l’enzyme : 
 10 minutes à 95°C 
Cyclage, 45 cycles : 
 Dénaturation : 95°C pendant 10 secondes 
 Hybridation : 60°C en général pendant 10 secondes 
 Elongation : 72°C pendant 10 secondes (amplicon (pb) / 25)  
Courbe de dissociation : 
 Dénaturation : 95°C pendant 0 seconde 
 Hybridation : 65°C pendant 1 minute 
 Variation de température : 0,1°C par seconde  
Refroidissement : 
40°C pendant 30 secondes 
Déterminer le Ct (cycle threshold) qui se définit comme le nombre de cycle où la 
fluorescence franchit le seuil du bruit de fond. En général, utiliser les paramètres de base 
de l’appareil pour déterminer le Ct.  
Analyser les données en utilisant un contrôle avec la formule 2(Ct gène contrôle – Ct 






Fractionnement nucléo-cytoplasmique  
 
-A partir de 30 million de cellules. 
-Lavage des cellules avec 1 ml de PBS froid. 
-Resuspendre dans 400 µl de Tampon A  (10 mM Hepes KOH, pH=7,5 ; 10 mM KCl et à 
ajouter extemporanément 1mM DTT ; 1mM PMSF + inhibiteur de protéase si on veut 
extraire des protéines ou RNAsine si on veut extraire l’ARN). 
- Incuber 15 min sur glace. 
- Ajouter NP-40 à une concentration finale de 0,3%. 
- Incuber 10 min dans la glace. 
-Culoter le noyau par centrifugation à vitesse maximum (1500 g) pendant 5 min.  
-Récupérer la fraction cytoplasmique dans un nouveau tube et la nettoyer par 
centrifugation à 13000 g pendant 15 min. 
-Le culot nucléaire est lavé deux fois dans 1 ml de tampon A et est resuspendu dans 50 µl 
de tampon B (20 mM Hepes KOH, pH=7,5 ; 400 mM NaCl ; et à ajouter 
extemporanément 1mM DTT ; 1mM PMSF + inhibiteur de protéase) si on veut extraire 
des protéines ou directement dans 1 ml de trizol si on veut extraire l’ARN. 
-Incuber 30 min la fraction cytoplasmique dans la glace en mélangeant chaque 5 min. 
-Les débris nucléaires sont culotés à 13000 g pendant 5 min et la fraction cytoplasmique 














Protection aux ribonucléases  
 
Hybridation  
-ARN sonde (de haute qualité) entre 20 000 et 80 000 CPM. 
-ARN nucléaire 5 à 20 µg (fonction de l’expression de l’ARN). 
-Ajouter de l’eau pour arriver à un volume final de 10µl. 
-Ajouter 1µl de NH4OAc 5M. 
-Ajouter 25µl d’EtOH 100% (Bien homogénéisé). 
-Précipitation à -20°C 15 min minimum. 
-Centrif 15 min 13 000 rpm 4°C. 
-Laver le culot à l’EtOH 70%. 
-Resupendre le culot dans 30µl R-loop (80% formamide ; 20% hybridation 5X). 
      Hybridation 5X (200 mM Pipes pH 7.4 ; 5 mM EDTA pH8 ; 2M NaCl). 
-Dénaturer 20min à 90°C.  
-Hybrider 16 heures à 56°C. 
 
Digestion  
-Ajouter 1.2µl d’RNAse A (10mg/ml Roche) , 2µl d’RNAse T1 (550U/ml Roche) et 
300µl de tampon d’RNAse (300 mM NaCl, 10mM Tris.Cl pH 7.4, 5mM EDTA, pH 8.0) 
-Incuber 45 minutes à 30°C.  
-Ajouter 1.5µl protéinase K et 7,5µl SDS 20% pendant 30 minutes à 37°C.  
-Purifier l’ARN par extraction au phénol chloroforme. 
-Précipiter et resuspendre dans du bleu ARN. 










Pause de reverse transcription dépendante de cations  
 
Hybridation  
Dans un tube de 1.5µl ajouter : 
-2 μl H20. 
-2 μl ARN transcrit in vitro. 
-1µl à 100 000 cpm/μl d’oligonucléotide antisens radiomarqué. 
-1µl de tampon 6HB Na+ ou K+ou Li+ (300mM de Hepes  ; 600mM de (Na+/ K+/ Li+) Cl- 
et 1mM d’EDTA).  
-Dénaturer 2min à 90°C.  
-Hybrider 5min à 20°C.  
 
Reverse transcription  
Ajouter 9 μl de pré-mix contenant: 
 -10,2 μl d’H2O. 
 -7 μl de buff  RTB Na+ ou K+ou Li+ (250mM de trisHCl pH8 ; 200mM de 
(Na+/ K+/ Li+) Cl- et 30mM de MgCl). 
 -5 μl de dNTP 2,5mM. 
 -0,3 µl de reverse transcriptase AMV (Promega) 20U/μl.  
-Mettre 30 min à 37°C 
-Précipiter l’ADN reverse transcrit et resuspendre dans du bleu de dépôt. 
-Déposé sur un gel de polyacrylamide urée. 
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RESUME : La maturation en 3’ des pré-ARNm constitue une étape de régulation post-
transcriptionnelle indispensable à l’expression d’un gène. Elle est composée de deux 
réactions : le clivage de l’extrémité 3’ qui permet de libérer l’ARNm du site de 
transcription et l’ajout de la queue poly(A) qui contrôle à la fois l’export nucléaire, la 
stabilité et la traduction du transcrit mature. Plusieurs études montrent, d’une part, que la 
maturation en 3’ est inhibée de manière globale lors de dommages à l’ADN et d’autre 
part, que des dérégulations de cette maturation peuvent contribuer au développement 
tumoral. Nos travaux se sont axés sur l’étude de la régulation de la maturation en 3’ (i) du 
pré-ARNm de p53 lors de dommages à l’ADN (ii) du pré-ARNm de MSH6 impliqué 
dans le syndrome de Lynch. (i) Nos travaux ont mis en évidence que le pré-ARNm de 
p53 résiste à l’inhibition de la maturation en 3’ due aux dommages à l’ADN, grâce au 
recrutement des protéines hnRNP H/F sur une structure appelée G-quadruplexe située en 
aval du site de clivage. (ii) Nous avons ensuite identifié une duplication des 20 
nucléotides précédant le signal de polyadénylation du pré-ARNm de MSH6 dans deux 
familles distinctes atteintes du syndrome de Lynch. Cette duplication entraîne une 
diminution de l’efficacité de la maturation en 3’ du pré-ARNm de MSH6 qui semble être 
à l’origine de la pathologie. 
 
SUMMARY: Pre-mRNA3’-end processing is an essential post-transcriptional step. It is 
composed of two reactions: cleavage at the pre-mRNA 3’ end that allows release of 
mRNA from the transcription site and addition of the poly(A) tail that controls nuclear 
export, stability and the translation of the mature transcript. Several studies show that 3’-
end processing is globally inhibited during DNA damage and that deregulation of this 
process may contribute to tumor development. Our work focused on 3’-end processing 
regulation of (i) p53 pre-mRNA during DNA damage (ii) MSH6 pre-mRNA involved in 
Lynch syndrome. (i) We have shown that p53 pre-mRNA resists to DNA damage-
dependent inhibition of 3’-end processing through the recruitment of the protein factor 
hnRNP H/F on a RNA structure called G-quadruplex located downstream of the cleavage 
site. (ii) We then identified a duplication of 20 nucleotides upstream of the 
polyadenylation signal at the MSH6 pre-mRNA in two distinct families with Lynch 
syndrome. This duplication causes a reduction of MSH6 pre-mRNA 3’-end processing 
efficiency and in consequence, it may be causal of Lynch syndrome. 
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